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RESUMO

O café passa por varios processos até chegar a ser consurnido como bebida e varios
fatores contribuem para a sua qualidade final, dentre eles a populagéio microbiana presente.
A contamina¢do dos grios pelos microrgranismos ¢ diversificada, envolvendo a
participagdo de bactérias, bolores e leveduras, com a predominancia de um ou outro grupo,
dependendo da etapa de processamento dos grios. Existem evidéncias, ainda ndo
conclusivas de que véarios fungos presentes no café podem produzir uma séric de
compostos que podem vir a prejudicar a qualidade da bebida. Esta pesquisa teve como
objetivos analisar a micobiota dos grios obtidos em diferentes etapas da cadeia produtiva
do café; investigar a produgdo dos compostos volateis produzidos pelos isolados e o
impacto dos mesmos na qualidade da bebida e; avaliar sensoriaimente a bebida,
correlacionando com os fungos presentes. A micobiota de 41 amostras de grios de café cru,
de duas regides produtoras do Brasil, Cerrado Mineiro/MG e Piraju/SP foram analisadas.
As amostras foram coletados do pé (cereja), do solo (varrecio), do terreiro (maduro, seco e
passas no pé e verde) e da tulha {estocagem) e comparados dois tipos de preparo dos grios:
secagem natural e cereja descascado. As amostras de Minas Gerais apresentaram baixa
infecgo fingica, as principais espécies isoladas foram Eurotium spp. e Fusarium spp. Em
relagdo aos cafés da regifio de Piraju, houve uma grande diversidade de espécies isoladas,
dentre aquelas mais predominantes foram Penicillium brevicompactum, Aspergillus
foetidus, Penicillium crustosum ¢ Fusarium spp. Cafés varrecfio e bdia (seco ¢ passas no
pé) caracterizaram-se pela alta incidéncia de Aspergillus foetidus, apresentando infecgio
superior a 16% por esta espécie ¢ avaliagdo sensorial negativa. A foetidus produziu
compostos voléteis, como 2-butenal, dimetilbisulfeto no meio de cultura ¢ l-octen 3-ol
quando inoculado no café cru. Estes metabdlitos sdo caracterizados pelo aroma
desagradavel de terra, mofo, estragado € pungente e foram relacionados como alguns dos
compostos responsaveis pelas caracteristicas negativas na analise sensorial da bebida. Fol
constatado também que a presenca de algumas espécies fingicas nos grios, mesmo em alta
percentagem de infecgiio, nfio implicou necessariamente na redugiio da qualidade sensorial
da bebida. Amostras com alta freqliéncia de Penicillium brevicompactum apresentaram

avaliacdo final positiva. Esta espécie destacou-se pela producfo de varios compostos

viji



volateis com caracteristicas positivas como aldeidos (2-octenal, decanal e undecanal) com
aroma citrico ¢ herbal, e cetonas (2-nomanona, 3-nonen-2 ona, 2-undecanona e 2
pentadecanona) de aroma frutal e floral. Portanto, metabolitos produzidos durante o
desenvolvimento de espécies fiingicas podem estar relacionados 4 introdugio de

caracteristicas sensoriais de sabor ao café, tanto desejaveis quanto indesejaveis.



ABSTRACT

Coffee goes through several processes until consumed as a beverage and many factors
contribute to its final quality, including the presence of the microbial population. The
coffee beans contamination by microorganisms is diversity envolving bacteria, moulds and
yeast, with predominance of one or another and is dependent of the coffee beans processing
stages. There is inconclusive evidence that many fungi present in coffee can produce
several volatile metabolites that can damage beverage quality. This research had the
objectives to analyze the mycobiota ot the coffee beans obtained on the different stages of
coffee production chain; investigate the production of volatile compounds produced by the
isolates and the impact of them on the beverage quality and carry out sensory evaluation of
beverage in relation to the fungal species. The mycobiota of forty-one samples of raw
coffee beans from two Brazilian production areas, Cerrado Mineiro/MG and Piraju/SP
were analyzed. Samples were collected from the tree (cherry beans), from the soil
(“varrecdo”), from the drying vard (ripe, dry, over-ripe and immature) and drying storage
(*“tulha”) and two kinds of bean separation were compared: natural and pulped. The Minas
Gerais samples had low fungal infection with the main species being Euwrotium spp and
Fusarium spp. In relation to the Piraju samples there was a considerable diversity of
isolated species and the following were among the most predominant: Pericillium
brevicompactum, Aspergillus foetidus, Penicillium crustosum and Fusarium spp. Coffee
beans collected from the soil along with the over-ripe ones were a highly incidence of
Aspegillus foetidus with a percent infection above 16% and a negative sensorial evaluation.
Aspergillus foetidus produced volatile compounds such as 2-butenal, dimethyl dissulfite in
the culture medium and 1-octen-3-ol when inoculated on the raw coffee. These metabolites
were characterized by as unpleasant aroma of soil, musty, rotten and pungency and they
were related as one of the responsible compounds for the negative characteristcs of the
sensorial analyses.In this work the presence of some fungal species were found in the beans
wich even at high levels of infection, did not necessarily result in a decrease of the
sensorial evaluation. Samples with a high percentage of Penicillium brevicompactum
infection had a positive final evaluation. This specie stood out from the rest due to the
production of many volatile compounds with positive characteristics such as aldehydes (2-

octenal, decanal and undecanal) showing citric and herbal aromas and cetones (2-nonanone,
X



3-nonen-2-one, 2-undecanonc and 2-pentadecanone) showing frutal and floral aroma.
Therefore, metabolites produced during fungal growth can be related to the insertion of

sensorial properties of flavour on coffee, both positive or negative.
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INTRODUCAO

O cultivo, a comercializacfo e a industrializagdo do café vém representando, ao
longo dos tltimos trés séculos, um dos principais sustentaculos do desenvolvimento sdcio-
econdmico brasileiro. Neste contexto, o pais vem ocupando, com relativa constincia, a
posicdo de maior produtor ¢ exportador mundial, nfo significando que o excelente
desempenho em termos quantitativos seja sempre acompanhado no aspecto qualitativo. Na
verdade, € um fato reconhecido que a qualidade da bebida ¢ decorrente da somatéria de
inmimeros fatores, incluindo a espécie ou variedade botinica, condigdes de cultivo, técnica
de cotheita e secagem dos grfios e as condigdes tecnologicas de preparo, moagem,
torrefacdo dos grios e preparacio da bebida.

No entanto, dentro dessa enorme diversidade de fatores, sabe-se que o problema da
contamina¢do microbiana do fruto e a intensidade de sua proliferagfio nas etapas cruciais de
secagem em condicdes naturais ou utilizando secadores rotativos, sio componentes
fundamentais na definicdo da qualidade final da bebida. Esta contaminacio dos griios ¢
bastante diversificada ¢ complexa, envolvendo a participagio de bactérias, bolores e
leveduras, com a predominéncia de um ou outro grupo, dependendo da etapa do processo e
das condigBes ambientais. Inimeras pesquisas, conduzidas no Brasil ou no exterior, tém
comprovado a participagdio constante ¢ marcante dos bolores como um dos principais
componentes da microbiota presente nos frutos imediatamente apos a colheita e durante a
secagem.

O sabor caracteristico do café deve-se 4 presenga ¢ aos teores de varios constituintes
quimicos, destacando-se, entre eles, os acidos, aldeidos, cetonas, aglicares, proteinas,
aminodcidos, acidos graxos e compostos fendlicos, alguns destes resultantes também da
acdo de enzimas.

Os fungos sido conhecidos como produtores de uma larga quantidade de metabdlitos
volateis. Varios metabdlitos volateis como acido tricloroanisol (TCA), geosmina ¢ terpenos
tém sido encontrados na bebida do café, e estes metabdlitos ddo um sabor indesejivel

conhecido como “off-flavours™.



Existem evidéncias, ainda nfio conclusivas, de que varios fungos presentes no café
podem produzir metabdlitos voldteis que causam “off-flavours”, prejudicando a qualidade
da bebida. Até 0 momento poucos estudos tém relacionado a contaminagdo fimgica com as
caracteristicas da bebida, existindo assim a real necessidade de um estudo mais
aprofundado, a fim de conhecer e identificar os fungos presentes em vérias etapas da
producdo do café, avaliar os compostos quimicos produzidos por estas espécies e

correlacionar com as caracteristicas sensoriais da bebida.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 O Café

1.1.1 Origem ¢ Expansio

A planta do café, segundo relatos e lendas, ¢ originria da Africa, na regido da
Etidpia nos anos de 575 a 850. Seu nome vem da palavra arabe “gahwa” (significa vinho)
(ABIC, 2009). Foram os arabes os responsaveis pela difiisdo da planta pelo mundo e até o
século XVI somente eles tinham o completo controle sobre o cultivo € preparo da bebida,
sendo considerada uma bebida sagrada para os mugulmanos e consumida nas mesquitas
durante as cerimonias.

Devido 2o bem estar proporctonado pela ingestfio da bebida, o café era comumente
receitado pelos médicos da época, e no século XVI, ja era comum a existéncia de Casas de
Caf€, na Pérsia e Turquia.

Foi no final do século XVI que a bebida chegou a Europa, trazido por viajantes
franceses, alemdes, italianos e holandeses, em suas freqilentes viagens ao oriente. Neste
momento 0s grios € os procedimentos para a fabricagdo da bebida eram muito cobigados.
Os holandeses foram os primeiros a obter as primeiras mudas ¢ cultivar a planta em
Amsterdd. A partir desse momento, 0s holandeses, juntamente com os franceses, foram os
responsaveis pela inicial disseminacdo do café pelo mundo através de suas coldnias na

Africa, América Central e do Sul no século XVII ¢ XVIII (Banks ef a/., 1999).
1.1.2 Café no Brasil — Importincia Econdomica e Aspectos Atuais

O café entrou no Brasil por Belém/PA, trazido da Guiana Francesa em 1727 ¢
devido as condigGes climéaticas favoraveis, o cultivo se espathou rapidamente ao longo do
pais. As primeiras plantagdes se deram no Para, passando em seguida para 0 Maranhio e
atingindo a Bahia no século XVIII. Alguns anos depois chegou até o Rio de Janeiro,
expandindo pela Serra do Mar ¢ atingindo o Vale do Paraiba. No inicio do século XIX ja

havia se espalhado por Sdo Paulo ¢ Minas Gerais e chegou ao Parana no século XX. Neste



espaco de tempo relativamente curto, o café passou de uma posicdo relativamente
secundaria para a de produto-base da economia brasileira.

No século XIX, o café ja respondia por cerca de 40% do valor total das exporta¢Ses
do pais e nesta época o Brasil ja havia se tornado o maior produtor mundial.

Foram varios os fatores politicos e sociais que favoreceram a expansdo da cultura
cafeeira ao longo deste periodo. O deslocamento do eixo econdmico do Nordeste para o
Sudeste, devido o agravamento da crise do aglicar e algoddo e a aboli¢do da escravatura,
impulsionando a imigragio dos trabalhadores europeus para as grandes fazendas e centros
urbanos, influenciaram positivamente a expansdo da cafeicultura no pais (Szmrecsanyi,
1990). A cultura do café ocupou vales e montanhas, possibilitando o surgimento de cidades
e dinamizacgio de importantes centros urbanos por todo o interior do Estado de Sao Paulo,
sul de Minas Gerais e norte do Parana. Para o escoamento da produgéio, foram construidas
ferrovias que impulsionaram o comércio de outras mercadorias importantes (ABIC, 2009).

No entanto a economia cafeeira passou por alguns periodos criticos decorrente da
instabilidade da economia mundial ¢ de fatores climéticos. Os principais deles foram a
crise de 1930, com a queda da bolsa de Nova lorque, ocasionando um excedente de produto
no mercado ¢ a queima de mais de 78 milhdes de sacas. Na década de 70, a regido do Oeste
Paulista e Parana foi atingida por uma forte geada que dizimou quase a totalidade das
plantagdes de café desta regido. Foi nesse momento, a partir da década de 80, que Minas
Gerais comecgou a se destacar como maior produtor brasileiro, sustentando até hoje esta
posicio.

Varias medidas foram adotadas visando & recuperagdo da economia cafeeira no pais.
O controle da politica cafeeira passou para o Conselho Nacional do Café que tinha a
responsabilidade de ajustar a capacidade produtiva 4 demanda. Em 1952 fo1 criado o
Instituto Brasileiro do Café (IBC) com a fungfo de exercer a politica econémica do produto.
Houve uma reorganiza¢io da cafeicultura nacional e os produtores, industriais e
exportadores se uniram e conseguiram se recuperar (Gongalves, 1997). A busca pela regido
ideal para a cultura do café se estendeu por todo o pais, ¢ atualmente tem se firmado em
regides do Estado de S&o Paulo, Minas Gerais, Parand, Espirito Santo, Bahia ¢ Rondonia. O
café continua a ser um dos produtos mais importantes para o Brasil. Atualmente o pais € o
maior produtor e exportador, respondendo por 34% da produgdo e 30% da exportagio

mundial



As Tabelas 1 e 2 apresentam a producfio de café beneficiado no Brasil em 2008 ¢ os

estados produtores; os principais paises produtores e sua produgdo total, respectivamente.

Tabela 1 — Produgfo brasileira de café cru beneficiado em 2008.

Estados Producio em mil de sacas de 60 quilos
Arabica Robusta Total
Minas Gerais 23.545 36 23.581
Espirito Santo 2.867 7.363 10.230
Sio Paulo 4.420 : 4.420 )
Parana 2.608 . 2.608
Bahia 1.566 576 2.142
Rond6nia - 1.876 1.876
Mato Grosso 12 126 138
Para - 233 233
Rio de Janeiro 253 13 266
Outros 213 285 498
Total 35.484 10.508 45992

Fonte: Conab, janeiro 2008



Tabela 2 — Produg8o mundial de café beneficiado em 2008.

Pais Produciio em mil de sacas de 60 quilos
Brasil 45.992
Vietnd 16.000
Coloémbia 10.500
Etiopia 6.133
Indonésia 5.833
México 4.650
India 4.610
Peru 4,102
Honduras 3.833
Uganda 3.500
Guatemala 3.370
Costa do marfim 2.500

Fonte: OIC, 2009

O Brasil é o segundo maior consumidor mundial do produto, somente atras dos
Estados Unidos. Segundo pesquisa realizada pela Associaciio Brasileira da Indistria do
Café (ABIC), houve um aumento de 3,21% no consumo interno de café em 2008 em
relagdo ao ano passado, correspondendo a um total de 17,66 milhdes de sacas (ABIC,
2009).

As principais espécies de café cultivadas sdo Coffea arabica e Coffea canephora
(robusta). No Brasil, 77% da produgdo ¢ ardbica enquanto que 23% ¢ robusta. A estimativa
de producdo brasileira de café para 2008/2009, segundo a Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2008) encontra-se em torno de 36,9 e 38,8 milhdes de sacas de

60 quilos.
1.2 Composi¢do quimica do café cru e precursores de aroma

A composi¢do quimica de café cru varia de acordo com o a espécie e tipo de
cultivar e tais diferencas sfio importantes para a obtengdo das caracteristicas de sabor

obtidos apos a etapa da torracgio.



Hoje sdo conhecidos mais de 1000 compostos voldteis e nfio voldtels na bebida do
caté. ApoOs a torragdio alguns compostos do café permanecem, mas a maioria sofre
modificagdes, dando origem a outros noves. A composicdo quimica do grio cru das
especies arabica e robusta € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3: Composicéo média de graos de café cru (% peso seco).

Composto Arébica Robusta
Cafeina 1,2 2,2
Trigonelina 1,0 0,7
Proteina total 10,3 10,3
Aminodcidos livres 0,5 0,8
Carboidratos 58,9 60,8
Acidos alifiticos 1,7 1,6
Acidos clorogénicos 6,5 10,0 |
Lipidios totais 16,0 10,0
Minerais 4,2 4.4
Potassio 1,7 1,8

Fonte: llly & Viani (2005) € Speer & Kolling-Speer (2001)

De acordo com Tlly & Viani (2005) a mistura de cerca de 25 compostos sfio os
responsavels pelo aroma caracteristico do café torrado e estes se concentram na fase oleosa.
A diferenca entre o aroma e o gosto estd no fato de que o gosto detecta apenas os
componentes nfo volateis como o amargo, doce, salgado e azedo; enquanto o aroma vem
dos compostos volateis ¢ a percepcdo do sabor quando a bebida estd na boca. Este €&
também reconhecido pelo odor, porque os metabolitos volateis da superficie do liguido na
lingua vdo para 0s mesmos receptores sensoriais nos bulbos olfatérios do nariz e retornam
para a boca.

O café ardbica caracteriza-se pelo maior teor de lipidios e trigonelina enquanto que
o0 robusta contém mais cafeina € acidos clorogénicos. O café robusta apresenta maior teor
de sélidos ¢ este fato tem coniribuido no aumento da utilizagdo desta espécie pela indistria
de café soluvel (Clifford, 1985).

Os carboidratos correspondem a 50% do total de maténa seca do grio e sdo
compostos principalmente de polissacarideos (45%), dentre eles, a manose, galactose,
glucose e arabinose; a sacarose (6%) e os monossacarideos (0,5%) (Lullmann & Silwar,
1989).

Apds a torragdo, os carboidratos sdo degradados e/ou sofrem o processo de

caramelizagiio formando os aldeidos ¢ acidos volateis que vdo conferir caracteristicas de
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cor ¢ aroma da bebida (Yeretzian ef al., 2002). Aiém disso, estdo relacionados com a
formacgdo das melanoidinas, pigmento marrom obtido da reagiio entre alguns carboidratos e
aminoacidos livres apés tratamento térmico, resultantes da Reacdo de Maillard. O conteudo
de glicose tem tido uma correlagfio negativa com o nivel de aroma ¢ positiva com a dogura
e a frutose negativa com a dogura (Illy & Viani, 2005).

Os lipidios, segundo componente mais abundante no grio de café, atigindo até 16%
do peso seco do griio, sdo compostos basicamente de triglicerideos formados pelos dcidos
linoleico (47%), palmitico (41%), oleico (6,4%) e estedrico (6%) (Fonseca & Gutierrez,
1971). A matéria insapontficavel é composta de diterpenos, principalmente cafestol,
kahweol, em arabica e 16-O-methylcafestol em robusta. Compondo o restante da fracdo
lipidica dos grdos de café cru encontram-se o0s esterois, principalmente desmetilesterdis,
dentre eles [B-sitosterol, stigmasterol e campesterol; e os tocoferdis (Mariani & Fedeli,
1991; Folstar et al., 1977).

Os acidos clorogénicos sdo compostos fendlicos encontrados na forma de mono e
diéster com alcoois alifaticos do 4cido quinico (Farah et. al., 2005, Shahrzad, & Bitsch,
1996, Clifford, 1999). Os principais grupos sdo os dcidos cafeloilquinico, dicafeoilquinico,
feruloilquinico € coumaroilquinico (Clifford, 2000 e 2003). Cerca de 32-52% dos acidos
clorogénicos séo degradados durante a torra¢fo e os produtos formados séo encontrados no
aroma do café¢ (Clifford, 1999). O teor de polifenois livres € pequeno no café verde,
aumentando durante a torragdo desse gro. Este aumento, segundo Trugo & Macrae (1989),
estd relacionado com a degradacio dos écidos clorogénicos. Com a torragéio, os polifendis
contribuem de maneira significativa para o aroma e sabor do produto final, sendo
considerados responsaveis pela caracteristica de adstringéncia (Ramirez, 1987). Uma parte
dos 4cidos clorogénicos se liga as melanoidinas, outra parte sofre hidrélise, isomerizagio e
lactonizagio, formando as lactonas de 4cidos clorogénicos, sendo as principais 3-
cafeloilquinico-1,5-lactona e 4-cafeloiuquinico-1,5-lactona, alguns dos compostos
responsaveis pelo sabor adstringente do café torrado (Farah er 4/, 2005, Ginz &
Enhethardt, 1995, llly & Viani, 2005 ).

O potassio corresponde a 40% do total de minerais presentes no café cru. Os demais
encontrados sio cdlcio, magnésio, fosfato e sulfato (llly & Viani, 2005).

O teor protéico de grios de café cru é decorrente dos aminoacidos livres (dcido

aspartico, ghutamico, fenilalanina, leucina, isoleucina), peptideos, albumina e enzimas (¢-
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galactosidase, malato desidrogranase, fosfatase acida, peroxidase e polifenoloxidase (Illy &
Viani, 2005). Apos a torragdo quase foda a proteina ¢ desnaturada, alguns aminodcidos e
peptideos sdio comprometidos na Reagfio de Maillard e participam da formagio de
melanoidinas, alguns aminodcidos livres como a cisteina e arginina sfo totalmente
destruidas e outros como o acido glutimico permanece intacto (Macrae, 1985).

A trigonelina ¢ a cafeina sdo alcaldides presentes no café cru e apresentam
importincia para a determinagiio da caracteristica sensorial final da bebida. A trigonelina é
parcialmente degradada com a torragdo e os principais produtos formados sdo o 4cido
nicotinico e compostos volateis nitrogenados como as piridinas € pirroles (Viani & Horman,
1974) e sua presenca estd relacionada com caracteristicas desejaveis para a bebida (Farah et
al., 2006). A cafeina é estivel ao processo de torragfo e permanece na bebida. Ela ¢
considerada um estimulante do sistema nervoso central e confere adstrigéncia 4 bebida.

Os compostos nfo voldteis presentes no café cru sfo importantes precursores de

aroma e 0s responsaveis pelas caracteristicas sensoriais da bebida apds a torragfo.
1.3 Café: Planta, Colheita, Preparo, Beneficiamento ¢ Comercializaciio

1.3.1 Planta

A planta do café pertence 4 familia Rubiaceae, apresenta porte arbustivo, atingindo
de 4-6 m de altura para café arabica (Figura 1) e 8-12 m para café robusta. No final da
estacdo de chuva se inicia a formacio de brotos que dardo origem as flores (Figura 2a),
geralmente brancas e perfumadas e autoférteis no caso de café arabica (Carvalho ef ol.,
1988). O café robusta apresenta um sistema de incompatibilidade que previne a
autopolinizagdo (Leshermes et al., 1996a). O amadurecimento dos frutos ocorre apos 7-8
meses para ardbica e 9-11 meses para robusta apds a flora¢éio. O fruto € denominado cereja
(Figura 2b), contém duas sementes envolvidas pelo pericarpo € uma camada doce de

mucilagem (Illy & Viani, 2005).



Figura 2: Arvore do café: a) Floragdo e b) Cereja no pé

1.3.2 Colheita

A colheita dos frutos pode ser realizada de trés maneiras: derri¢a no chdo ou em
pano, colheita seletiva a dedo ou colheita mecanica. A colheita de preferéncia, deve ser
realizada quando a maior parte dos frutos ja atingiu a maturidade, evitando o minimo de
frutos imaturos (5%), pois estes conferem a bebida final caracteristicas indesejaveis (Illy &
Viani, 2005).

Na colheita por derri¢a todos os frutos do mesmo galho sdo colhidos ao mesmo
tempo e estes caem em panos localizados nos pés da arvore. A pratica de ndo usar pano e
os frutos cairem no chdo ndo ¢é aconselhada, pois o contato com o solo facilita a
contaminagdo com microrganismos que poderdo deteriorar os mesmos (Carvalho e al.,
1972). A infec¢do dos frutos por fungos toxigénicos e consequente produgdo de
micotoxinas (compostos toxicos produzidos por algumas espécies de fungos), devido a sua
longa permanéncia no solo também foi um problema reportado por alguns autores quando

10



esta pratica foi adotada (Taniwaki ef al., 2003). Os autores relataram a alta maior infecc¢éo
do café por espécies toxigénicas em amostras do solo, do terreiro e da estocagem.

Na colheita manual e seletiva, apenas os frutos maduros sdo colhidos. Esta ¢ uma
pratica recomendada para aquelas regides com muita chuva onde a floragdo € heterogénea.
Os frutos colhidos sdo transportados em cestas € levados para as etapas de secagem. Nas
praticas de detriga e colheita seletiva, ha uma demanda maior de méo de obra (Illy & Viani,
2003). A maioria das propriedades cafeeiras no Brasil utiliza a técnica da derriga no pano,
sem selecdo dos frutos.

Na colheita mecanica, técnica utilizada nas grandes propriedades e pelos principais
paises produtores, como o Brasil, sdo utilizadas diferentes maquinas para a colheita dos
frutos. Pela morfologia da planta, somente ha possibilidade da colheita por essa técnica
para o café arabica que é considerado monocaule. Para café robusta, que ¢ multicaule, este

tipo de colheita nfo € aplicavel.
1.3.3 Pés-colheita

1.3.3.1 Lavagem

Depois de colhido o café deve seguir para as etapas de pds-colheita o mais répido
possivel para que ndo permanega por muito tempo nas condigles de alta umidade, pois
como os frutos sfo ricos em nutrientes encontram-s¢ susceptivels a contaminagz’io e
deterioragdo por microrganismos.

Os cafés sdo lavados retirando as impurezas como terra, galhos pedras e, por
diferenga de densidade sdo separados de acordo com o gran de matura¢io. Os cafés mais
leves (boia, passas ou secos) sfo separados dos mais pesados (cereja e verdes), facilitando a

secagem e garantindo a homogeneidade futura do lote.

1.3.3.2 Secagem

Os cafés podem ser preparados de trés maneiras: natural, via umida ou cereja
descascado.

No preparo natural, os frutos inteiros com a casca, polpa e mucilagem depois de
lavados, sdo conduzidos para secar diretamente em terreiros ou secadores. No terreiro, o

café ¢ espalhado em camadas de 3 a 4 cm de espessura e seca-se ao sol (Figura 3). Durante
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esse processo o café deve ser revolvido com frequéncia para garantir a secagem homogénea
e evitar pontos com alta umidade. O tempo de secagem neste caso ¢ diretamente
dependente das condi¢des ambientais e pode durar alguns dias (8-10 dias). No final da
secagem os grios devem atingir teores de umidade que ndo ultrapasse 11 a 12% (b.u) para
que possam ser estocados, pois acima destes valores sdo observadas mudangas na cor dos
graos e sabor da bebida, além de propiciar o crescimento de microrganismos (Rigitano et
al., 1964, Godino et al, 2000, Vilela et al, 2000, Illy & Viani, 2005). Para acelerar o
processo de secagem € recomendado o uso de secadores mecanicos, podendo ser de trés
tipos: a) Cilindros rotativos horizontais, insuflados com ar aquecido vindo de uma fornalha.
Neste caso a temperatura da massa de café ndo deve ultrapassar 45°C para evitar o
aparecimento dos defeitos preto-verde (Teixeira er al., 1982); b) Secadores verticais com
camaras de repouso, que ja exigem uma pré-secagem. Consistem de um grande depodsito
metalico, tendo na parte superior a camara de repouso e o café fluindo para baixo onde
sencontra a cimara de secagem e circulagdo de ar quente vindo da fornalha. O café desce
até a base do elevador que o leva novamente para o alto até a cdmara de repouso, e assim
sucessivamente até completar a secagem. Neste caso deve ser realizado o controle da
temperatura do ar de secagem. c) Secadores de barcacas de leito fixo: construidos em
alvenaria e composto de na parte superior por uma chapa metalica perfurada e na parte de
baixo uma fornalha que insufla ar quente com o auxilio de um ventilador. Neste caso a
camada de café ndo deve ultrapassar 50 cm de altura, a temperatura da massa ndao deve

ultrapassar 5S0°C e ha a necessidade do revolvimento constante do café (Nunes et al, 2005).

Figura 3 — Secagem natural em terreiro (Fazenda Tijuco Preto, Piraju/SP)
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Na via umida, apds a lavagem, o café passa por um despolpador onde por pressao,
os frutos verdes sdo separados dos maduros. Estes tltimos sdo levados para o segundo
elemento despolpador, que consiste de dois cilindros que pressionam as cerejas maduras,
separando a polpa dos graos envolvidos com o pergaminho. Para a retirada da mucilagem
(camada fina de 0,5-2 mm de espessura, composta de pectina e agticar), o café passa pelo
processo denominado de degomagem. Nesta etapa o café permanece por 12 a 36 horas em
tanques a temperatura ambiente sob a agdo dos microrganismos que VA0 ser 0s responsaveis
pela degradagdo da mucilagem. Este processo deve ser cuidadosamente controlado para
evitar a formagdo de odor e sabor desagradaveis, como alcodlicos e fermentados. O café é
entdo lavado novamente e segue para a etapa de secagem em terreiro ou secador (Toledo &
Barboza, 1998, llly & Viani, 2005).

Outro processo de preparo de café, intermediario aos dois descritos anteriormente, ¢
denominado cereja descascado (Figura 4). Neste, somente a polpa dos frutos maduros ¢
retirada sem passar pelo processo de fermentagdo. O café € seco com a mucilagem. Este
processo apresenta algumas vantagens em relagdo aos outros, como a economia de energia
durante a secagem, pois 0os grdos sem a casca S0 menores, ocupam Mmenos espago no
terreiro e/ou no secador; ha menor gasto de agua e eliminagdo de matéria organica ao meio
ambiente, pois a etapa de fermentagdo € eliminada e confere caracteristicas sensoriais

desejaveis a bebida (Toledo & Barboza, 1998; Silva, et al., 2004, Illy & Viani, 2005).

Figura 4 — Secagem utilizando o preparo cereja descascado em terreiro suspenso (Fazenda

Santa Maria, Piraju/SP)
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1.3.3.3 Beneficiamento

r

O café seco € estocado em tulhas ou silos em ambiente seco para evitar a
reumidifica¢do dos grios, onde permanecerfio até sua comercializacio. Nesta etapa o café
pode estar na forma de coco (via seca) ou em pergaminho (via Gmida) e deverfo ser
beneficiados antes da comercializagdo, que € um processo de retirada da casca, mucilagem,
pergaminho € da pelicula prateada. Este processo € realizado em descascador, com rotores
cilindricos ajustados para a retirada completa da casca sem danos nos grios. Estes sdo
entdo classificados por tamanho e presenga de defeitos, utilizando diferentes peneiras com
diferentes formas ¢ tamanhos. Em alguns casos ¢ realizada a sclecfio cletronica prévia em
equipamentos com fotossensores que separam os graos defeituosos.

Os grios nesta fase encontram-se prontos para serem comercializados e sfo entdo
submetidos a uma tltima avalia¢fo para a defini¢do do seu valor final.

No Brasil é seguida a Classificagdo por Peneiras, que separa os grios pelo tamanho
e forma, de acordo com a utilizagdo de peneiras padrdo; por Tipo, que leva em conta a
presenga de defeitos em uma amostra de 300 g; e por Bebida, ao qual ¢ avaliada a
qualidade sensorial da bebida por profissionais treinados, através da prova de xicara.

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os diferentes pardmetros avaliados na classificagio
geral dos grios de café, por tamanho, presenga de defeitos e caracteristicas sensoriais da
bebida respectivamente.

Tabela 4 — Classificagdio por peneira

Classificacdo Peneiras
Chato grosso 17 a20
Chato médio 15e16
Chato mitdo (chatinho) 12¢ 14
Moca grando 11al3
Moca médio 10
Moca mindo (moquinha) 8e?

(Fonte: Teixeira, 1970)
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Tabela 5 — Classificagdo por tipo de defeitos ¢ possiveis causas

Defeitos Pontuacio Causas

Preto 1 preto = 1 defeito Ataque de fungos devido 4 colheita
atrasada e permanéncia no solo

Ardido 2 ardidos = 1 defeito Bolores em frutos colhido verdes ou
devido 4 permanéncia no solo

Verde 5 verdes = 1 defeito Colheita de frutos verdes

Concha 3 conchas = 1 defeito Fatores genéticos e climaticos

Chocho 5 chochos = 1 defeito Fatores genéticos, climaticos e
caréncia nutricional

Malgranado 5 malgranados = 1 defeito Fatores fisiologicos, climaticos ¢
caréncia nutricional

Brocado 2 a 5 brocados = 1 defeito Ataque da broca do café

Quebrado 5 quebrados = 1 defeito Seca inadequada e ma regulagem do
descascador

Coco 1 coco =1 defeito Ma regulagem do descascador

Marinheiro 2 marinheiros = 1 defeito Ma regulagem do descascador

Paus, pedras,

torrdes

cascas

€

1 pedra, pau ou torrfio =1 a 5

defeitos

Colheita por derriga no chio ¢

abanacdo mal feita

(Fonte: Teixeira, 1970)
Tabela 6 — Classificacio da bebida

Classificacéiio

Caracteristicas

Estritamente mole

Todos os requisitos da bebida mole mais acentuados

Mole

Sabor agradével, brando e doce

Apenas mole

Inferior aos anteriores, mas sem adstringéncia

Dura Sabor adstringente e aspero, mas sem sabores estranhos
Riado Sabor quimico, idoformio

Rio Aroma e sabor iodoférmio mais acentuado que riado
Rio Zona Aroma e sabor iodofdrmio, mas acentuado que rio

{Fonte: Teixeira, 1970)
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Atualmente néo existe uma padronizagio internacional para a avaliagio sensorial da
bebida e cada pais utiliza o seu método. Criticas existem quanto a este procedimento
principalmente devido as diferencas existentes entre as condi¢Ses de preparo da bebida do
pais exportador daqueles realizados pelos consumidores finais. Desta maneira outras
técnicas foram desenvolvidas com a finalidade de estabelecer uma terminologia sensorial
descritiva padrio com terminologias mais proximas a dos consumidores, como a Analise
Descritiva Quantitativa (ADQ), utilizando painéis treinados (Meilgaard et al., 1987; Stone
& Sidel, 1985) e que foram recomendados pela Organizagdo Internacional de Café. Neste
método varios atributos relacionados com o aroma (borracha, caramelo, chocolate, floral,
queimado, tabaco, dentre outros), gosto (amargo, azedo, doce e salgado) ¢ a sensagio bucal

(adstringéncia ¢ corpo) sfo avaliados pela equipe.

1.3.3.4 Estocagem e transporte

Durante a estocagem € necessirio que as condigles de armazenamento sejam
adequadas para garantir as caracteristicas originais do café¢ ¢ principalmente evitar a
reabsor¢do de umidade pelos grios. Os pardmetros criticos neste caso sdo temperatura e
umidade relativa do ambiente. O local deve ser bem ventilado, em temperatura proxima de

20°C, umidade relativa n#o superior a 60%, limpo e organizado (Illy & Viani, 2005).

1.4 Microrganismos no café e influéncia na qualidade da bebida

1.4.1 Intera¢do microbiana e os fungos no café cru

O café € um produto agricola cuja qualidade final € resultado da contribuigfo de
varios fatores, tais como, a genética da planta, as condigdes climaticas, tipo de colheita,
adubagdo, maturagdo, cuidados na colheita, secagem, beneficiamento, armazenamento,
transporte e torragdo. Dentre estes a popula¢do microbiana presente e as condigdes de que
fizeram uma ou outra espécie prevalecer estfo entre os fatores que afetam a qualidade dos
grios e da bebida.

Ao longo da cadeia produtiva do café ocorre uma variagdo dos microrganismos
presentes, em fun¢fio principalmente do teor de umidade dos grios, que sofre um

decréscimo desde a etapa do campo, colheita, secagem, beneficiamento até o
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armazenamento. Os microrganismos presentes constituem basicamente de patdgenos de
plantas, contaminantes da superficie do fruto, no solo e no suco da polpa. Considerando os
varios substratos que o grido de café apresenta (casca, polpa e semente) é possivel o
desenvolvimento de uma microbiota diversificada e complexa, envolvendo, fungos
fitamentosos, principalmente espécies de Aspergillus, Penicillium e Fusarium, leveduras,
bactérias lacticas (Leuconaostoc e Lactobacillus) e bactérias pectoliticas (Erwinia, Bacillus).
Estes microrganismos sofrem tipos de interagdes, que podem ser tanto benéficas quanto
prejudiciais. Em muitos casos, as populagles interagem e podem cooperar entre si,
otimizando suas capacidades nutricionais, em que os produtos metabdlicos finais podem
servir como nutrientes para outras (Gongalves, 2008). Em outros casos a produgio de
metabolitos secundarios pode vir a apresentar, além de um risco a saude do consumidor, no
caso por exemplo da produciio de micotoxinas, um fator de inibig¢io das demais espécies de
microrganismos presentes, impedindo ou retardando o seu crescimento.

Os primeiros trabalhos publicados correlacionando a presenga de microrganismos
com a qualidade do café produzido no Brasil datam de 1936 (Krug, 1940), quando se
detectou a presenga de micélio do fungo Fusarium sp. numa amostra de gréos classificados
como “ardidos”.

Estudos realizados posteriormente demonstraram que vérios bolores, entre eles
espécies de Fusarium, Cladosporium, Colletotrichium, Penicillium, Trichoderma,
Aspergillus e Gliocladium incidem sobre os frutos do cafeeiro no terreiro, acelerando o
processo de fermentagdo dos frutos. As principais injiurias ou danos pré-colheita sdo:
infecgfo dos frutos, ainda na planta, por microrganismos, ataque de insetos no fruto, o que
facilita a infec¢do microbiana € o desenvolvimento de microrganismos do solo nos grios
caidos (Carvalho et al., 1997).

A presenca dos defeitos preto, ardido, stinker € “rio” em um lote de gréos de café
esta diretamente relacionada com a contaminagio flingica consegiiente de mas praticas
agricolas como a permanéncia por tempo prolongado dos grios no pé (chamados grios
passas) e em contato com o solo (café de varrigdo, derrica no solo), causando a
contaminagdo dos grios por espécies de Aspergillus, Penicillium ¢ outros. E pelo excesso
de fermentacgdo, resultando na alta concentragio de compostos sulfurados, ésters e acidos

de cadeia curta produzidos por bactérias ¢ leveduras (Illy & Viani, 2005).
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Taniwaki et al. (2006) compararam a micobiota de grios defeituosos (preto, preto-
verde, ardido ¢ verde) e sadios de cafés ardbica e robusta. Neste trabalho verificou-se uma
correlagdo positiva entre a presenca de defeitos e o nivel de infecgfo fiingica. Amostras
com gréos defeituosos apresentaram um aumeno no nivel de infec¢do fungica de 18 para
33% no café arabica e de 92 para 98% no café robusta. Analisando os defeitos
separadamente, as maiores porcentagens de infecgdo foram obtidas nos defeitos ardido
(94%), preto (96%), preto-verde (80%) e verde (72%) e as principais espécies fingicas
isoladas foram: Aspergillus niger, Aspergillus westerdjikiae e Eurotium chevalieri .

A demora no processamento apos a colheita também € um fator que compromete a
qualidade dos grios. As cergjas recém colhidas, ricas em nutrientes ¢ umidade, devem ser
encaminhadas para o processamento o mais rapido possivel, de preferéncia no mesmo dia
da colheita, para evitar a fermentacfio dos grios ¢ risco de contaminagio por bolores (Illy &
Viani, 2005).

Durante a secagem dos grios no terreiro, o revolvimento freqgiiente deve ser adotado
para com a finalidade de garantir a secagem homogénea dos grios até teores seguros de
umidade de 11-12%. Dentro destes limites nfo havera crescimento de bolores e a qualidade
dos grios estard garantida. Durante a estocagem dos grios os parmetros criticos sdo
temperatura, tempo € o mais importante, a umidade relativa do ambiente. Valores proximos
de 20°C e umidade relativa nfo superior a 60% sfo recomendadas para evitar o crescimento
fungico (Illy & Viani, 2005).

A presenga de algumas espécies de fungos filamentosos além de comprometer a
qualidade sensorial da bebida final, assunto discutido mais em detalhes nos proximos itens,
vem sendo relacionada nos ultimos anos também com o aspecto de satude publica. Algumas
espécies sdo produtoras de micotoxinas, metabolitos secundarios que podem ocorrer em
produtos alimenticios sob determinadas condi¢gdes de umidade e temperatura e que podem
causar sérios danos a saide humana e de animais domésticos (Bullerman er al., 1984;
Biancardi & Riberzani, 1996). As micotoxinas, ao contrario dos microrganismos que as
produzem, sdo termorresistentes € podem permancer nos griaos € na bebida mesmo apos a
torragdo e preparo. A ocratoxina A (OTA) ¢ uma micotoxina produzida por fungos dos
géneros Aspergillus e Penicillium, que normalmente contaminam o café e outros cereais
(Levi ef al., 1974; Micco et al., 1989; Van der Stegen et al, 1997). Dentre os fungos

ocratoxigénicos, 4. ochraceus (atualmente identificado como A. westerdijikiae), A.
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carbonarius e A niger foram encontrados em amostras de cafés em véarias partes do mundo

{(Urbano et al., 2001; Joosten ef al., 2001; Tamwaki et al., 2003; Suarez-Quiroz et al.,
2004).

1.4.2 Compostos volateis dos fungos

Os fungos sdo conhecidos como produtores de uma larga quantidade de
metabolitos volateis (Larsen & Frisvad, 1995a) formados durante o seu metabolismo
primério ¢ secundario a partir de uma grande variedade de compostos como por exemplos
acetatos, aminodcidos, acidos carboxilicos ¢ acetodcidos (Jelen & Wasowicz, 1998). A via
metabolica para a produgio dos compostos volateis ¢ bastante complexa e esta inter-
relacionada com as vias de producdo de compostos ndo volateis e micotoxinas. A Figura 5
apresenta de forma esquematica as vias metabolicas para a produgdo de compostos volateis,

nio volateis e a produgdo de micotoxinas.
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Figura 5 - Vias metabolicas envolvidas na producgio de diferentes metabolitos secundarios (Fonte:

Magan & Evans, 2000).

Compostos volatels importantes sdo formados a partir da quebra de lipidios pelas
lipases e oxidagdo de d4cidos graxos, como as metilcetonas, obtidas através da
descarboxilagdo de acetodcidos, e dlcoois e ésteres. A via do dcido mevalbnico resulta em
uma variedade de terpenos como a geosmina e 2-metilisoborneol. O dimetilssulfeto ¢
produzido através da metionina (Magan & Evans, 2000).

Estes metabolitos tém sido estudados para alguns propositos, dentre eles, como
indicadores de deterioragdo fingica em alimentos e ragdes animais através da identificacgdo
de “off-flavours” (Karahadian ef al, 1985; Borjesson 1993; Hocking et al., 1998); para
deteccdo da presenga de espécies fungicas em cereais e materiais de construgdo (Kaminski
et al., 1974; Borjesson et al,, 1989); para a detec¢fio de fungos que sdo prejudiciais a saide,
presentes em ambientes fechados, obras ¢ construgbes e (Samson, 1985; Flannigan et al.,
1991); para avaliagdo dos efeitos dos metabdlitos voldteis em fungos sobre outros

microrganismos e insetos (Barr, 1976; Lanciotti & Guerzoni, 1993); para a producdo de
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sabores naturais para uso como aditivos de alimentos ¢ ragdes (Guichard ef al., 1991;
Janssens, 1992) ¢ finalmente como ferramenta para identificacdo entre espécies de fungos
(Larsen, 1998).

Em termos quantitativos vdrios sdo os métodos utilizados para a avaliacio da
qualidade microbioldgica e a presenga de fungos nos alimentos, dentre eles destacam-se a
contagem padrio em placas e a quantificagdo da biomassa fingica (ergosterol e quitina)
(Pitt & Hocking, 1997), procedimentos que demandam certo trabalho e tempo. Contudo,
para uma avalia¢fio qualitativa, a identificagdo dos metabolitos flingicos presentes pode ser
uma ferramenta bastante 1til para avaliar o grau de contaminagio de alimentos por fungos.
Varios paises utilizam a detecc@o de off-odors em cereais e grios, pela avaliagdo sensorial
de pessoas treinadas ou por técnicas mais sofisticadas como o nariz eletrdnico (Borjesson ef
al., 1996; Keshri er al., 2002), como ferramenta para avaliar a qualidade desses alimentos.
Borjesson ef af. (1996) analisando amostras de trigo, cevada e aveia, obtiveram boa
correlacdo na identificagdo de aromas bons e ruins através da técnica do nariz eletrénico,
distinguindo 4 classes de odores: terra/mofado; dcido/azedo; queimado e normal.

Ha um grande interesse na substitui¢io do homem para a avaliagdo de odores de
grios por equipamentos para a detec¢do de metabolitos volateis de fungos, pois hid o
conhecimento de que a inalagio de esporos fangicos é prejudicial a saide e pode causar
danos aos orglos respiratorios de humanos (Larsen ef al., 1998). Diversos compostos
volateis orginicos (MVOC) produzidos por fungos ja foram identificados em ambientes
internos ¢ foram considerados prejudiciais a satude, causando problemas como irritagdo dos
olhos, do nariz e garganta, letargia e dores de cabeca (Bornehag ef al., 2001; Husman,
1996).

A produciio de metabdlitos volateis de fungos em diferentes meios tem sido
estudada por varios autores. Os compostos comumente identificados pertecem ao grupo dos
alcoois (2-metil-1- propanol, 3-metil-1-butanol, 1-octene-3-ol), cetonas (3-octanona), ésters
(etil acetato), furanos (3-metil-furano), monoterpenos (2-metil-isoborneol} e sesquiterpenos
(geosmina) (Jacobsen & Hinrichsen, 1997; Borjesson ef al.,1992; Jelen et a/.,1997a; Larsen
& Frisvad 1995D).

Borjesson et al. (1993) identificaram volateis de espécies de Aspergillus ¢
Penicillium com odor desagradavel de mofo quando cultivados em agar de aveia, dentre

eles o dimetil sulfito, 1-octen-3-ol, 2-metilisoborneol com odor de terra ¢ a geosmina ¢ o 1-
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metox-3metilbenzeno e metilfenol com odor desagradivel. A descoberta de que virias
espécies de Penicillium sfo capazes de produzir metabolitos que causam aromas
desagradaveis, como estireno, 2-metil-isoborneol e geosmina, mostra a potencialidade
destas espécies como um deteriorador da qualidade dos alimentos, do ponto de vista
sensorial. Por outro lado, as espécies de Penicillium podem ser usadas para a producio de
aromas naturais, como por exemplo Penicillium griseofulvum na produgdo de aromas de
frutas (Larsen, 1998; Larsen & Frisvad, 1995b).

Numa pesquisa realizada por Larsen & Frisvad (1995b,c), foi verificado que, em
meio agar extrato de levedura-sacarose (YES), a geosmina foi produzida por: Penicillium
aethiopicum, Penicillium clavigerum, Penicillium echinulatum, Penicillium formosanum e
Penicillium roqueforti var. carneum; o 2-metil-isoborneol foi produzida por: Penicillium
camembertii e Penicillium commune. Geosmina e 2-metil-isoborneol foram produzidos por
Penicillium crustosum e Penicillium discolor. De acordo com estes autores, geosmina
produziu um odor de terra enquanto 2-metil-isoborneol produziu um odor de mofo.
Penicillium aethiopicum ¢ Penicillium clavigerum apresentaram um odor de fruta devido a
produgdo de ésteres, além de um odor de terra. Da mesma forma P. rogqueforti var.
carneum produziu uma quantidade extrema de odor de élcool como isopentanol. P.
crustosum produziu um odor de podriddo como dimetilbisulfeto que, junto com o estireno,
encobriu 0s outros odores preduzidos por esta espécie. Os resultados do olfatdometro
demonstraram que na maioria das vezes, € a combinagdo de diferentes tipos de odores que
originam o aroma final.

Em termos mais especificos, varios autores tém utilizado a presenga destes
compostos volateis fingicos como uma ferramenta para a identificaciio entre espécies de
fungos, considerando que alguns volateis sdo exclusivos para algumas espécies. Como por
exemplo, o thujopseno que até o momento foi relatado apenas para espécies de Aspergillus.
Aspergilius candidus produz um monoterpeno que nfio foi detectado em nenhuma outra
espécie (Magan & Evans, 2000). Larsen & Frisvad (1995b,c) estudando espécics de
Penicillium terveticiliados, avaliaram o perfil de metabélitos volateis fungicos comparando
com a identificacdo quimiotaxondémica realizada pelos mesmos autores previamente e
obtiveram boa correlagio. Keshri et al. (1998) estudando espécies de fungos xerofilicos,
foram capazes de diferenciar trés espécies de Eurotium sp., Penicillium sp. e Wallemia sebi

através do perfil dos metabdlitos voldteis produzidos em meio de cultura.
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A producéo de metabdlitos volateis pode variar de acordo com o substrato,
temperatura ¢ tempo de incubagdo. Varios estudos in vitro foram realizados utilizando o
substrato a base de cereais, principalmente, trigo, milho e cevada e meio de cultura.
Wurzenberger & Grosch (1982) observaram que a produg@o de 1-octeno-3-ol foi maior
durante a quebra de lipideos e a producdo deste metabolito variou de acordo com o
conteudo de lipideos no substrato. Sunesson ef al. (1995) avaliando os compostos voldteis
de 5 espécies fungicas (Aspergillus versicolor, Penicillium commune, Cladosporium
cladosporioides, Paecilomyces variotii € Phialophora fastigiata) em Agar Extrato de Malte
e Agar Dicloran 18% Glicerol (DG18), detectaram a produgdo de diferentes compostos nos
dois meios de cultura. Os autores citam a alta produgdio de etilacetato € compostos
derivados em Agar Extrato de Malte (MEA) por Penicillium commune e a auséncia dos
mesmos em DGI18 e a predomindncia de mono e sesquiterpenos neste meio. E sugerem a
causa destas diferengas principalmente devido aos seus diferentes teores de atividade de
dgna. A geosmina foi produzida nos dois meios testados. Contudo Borjesson ef al. (1992)
avaliando os volateis produzidos por espécies de Penicillium sp. e Aspergillus sp. em meios
contendo trigo e aveia n#o detectaram diferencas nos compostos produzidos.

Além das espécies fingicas ¢ da composi¢do do substrato, a produgdo dos
metabdlitos volateis pode ser influenciada pelo crescimento fingico. Hubbal & Collins
{1978) encontraram que os volateis terpenos foram produzidos em diferentes proporgdes,
dependendo do estagio de crescimento de Ceraftocystis variospora e esta vanagio foi

devido a queda metabolica dos terpenos.
1.5 Analise dos compostos volateis de fungos

Vérios sdo os métodos utilizados para a captura dos volateis produzidos por fungos,
dentre estes a técnica de “headspace” utilizando a seringa “gas tight” e injetando
diretamente no cromatdgrafo gasoso (Keshri et al., 1996 ¢ 2002); a utilizagdo de polimeros
(Tenax ou Chromosorb) que capturam os volateis (Larsen & Frisvad, 1994, 1995;
Borjesson et al., 1990; Sunesson ef al., 1995) e estes sdo posteriormente dessorvidos
termicamente ou por solventes; ou a extragdo por destilagdio de vapor seguido da extragio
liquido-liquido e concentragdo do extrato (Larsen & Frisvad, 1995); ¢ finalmente a

microextragio em fase solida (SPME), na qual sdo utilizadas microfibras revestidas com
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material a base de poliacrilato e polimetilsiloxano para a captura dos voldteis, associada a
dessorgdo térmica em cromatografo gasoso (Nilsson et al., 1996; Schnurer et al., 1999;
Jelen, 2003).

A técnica do “Headspace” associada & Microextragio em Fase Solida tem sido
largamente utilizada para a identificacio de aromas e “off-flavours” em alimentos, bebidas,
indlstria farmacéutica ¢ para a captura de volateis de diferentes materiais. E uma técnica
simples, ndo existe a necessidade de uso de solventes ¢ é possivel a obtengio do analito
praticamente puro, pois ele € concentrado na fibra e, além disso, apresenta alta
sensibilidade. Nesta técnica a amostra sélida ¢ inserida no frasco ¢ selada. O recipiente com
a amostra é aquecido para o auxilio na liberagdo dos volateis. Apds o equilibrio ser
estabelecido entre a amostra e o vapot do espago livre, a fibra € inserida e exposta ao vapor,
sem entrar em contato com a amostra € assim os volateis sdo absorvidos no revestimento da
fibra (Wang, 1997). A Figura 6 apresenta de forma esquematica a técnica Headspace-

SPME.

Heasdpace

Fibra
SPME

Amostra

Figura 6 - Esquema da técnica Headspace-SPME (Wang, 1997)

A téenica de Headspace-SPME tem sido utilizada para a analise de compostos
orgdnicos volateis produzidos por fungos, outros tipos de materiais como a madeira,
ambientes internos (Fiedler er al., 2001; Wady ef al., 2003), alimentos e bebidas, como
vinho, frutas e café (De Maria ef al., 1996, Amstalden ef al., 2001; Sanz et al., 2001; Sanz,
et al., 2002; Akiyama ef al., 2003; Bicchi et al., 2002; Alves & Franco, 2003; Ryan et al.,

2004; Zambonin et al., 2005; Riu et al., 2002; Penton 2004).
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Para a identificaco de compostos volateis nio conhecidos em uma amostra é
recomendada a utilizagio do Indice de Retenciio de Kovats, calculado com os dados do
tempo de retengdo do composto de interesse e os tempos de retengdo conhecidos de uma
sequéncia de alcanos de cadeia normal. Este indice é dependente das condigdes de teste
utilizado, principalmente o tipo da coluna cromatografica ¢ é calculado da seguinte forma
(Harris, 1987):

I[=100[n+ (N-n)logt’, (x)—logt’ (n)]
logt’. (N) —log t’; (n)

1 = nimero de atomos de carbono do menor alcano
N = namero de Atomos de carbono do maior alcano
t'; (n) = tempo de retengdo do menor alcano
t- (N) = tempo de retengfio do maior alcano

1.6 Compostos volateis filngicos em relagdo a bebida

A presenca dos fungos nos gros ¢ resuitante da adogdo de uma série de priticas
agricolas no adequadas, como a utilizagdo de grios que permaneceram tempo prolongado
em contato com solo ou uma secagem ineficiente, e este fato interfere negativamente na
qualidade sensorial da bebida.

Poucos trabalhos relacionando diretamente a presenga dos fungos nos grios com a
qualidade sensorial da bebida ja foram relatados.

Carvalho et al. (1989) estudando a relagfio entre a micobiota e as caracteristicas
sensorias da bebida conclufram que as amosiras de café classificadas como bebida mole ¢
dura apresentaram baixa infec¢fo pelas espécies Fusarium roseum, Aspergillus ochraceus e
Aspergillus flavus e os cafés classificados como de bebida riada e rio, apresentaram indices
elevados por espécies de Fusarium spp. e Penicillium spp. Segundo Alves & Castro (1993)
os fungos pertencentes aos géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus e Cladosporium sdo
comumente isolados de grios, independente da qualidade da bebida. De acordo com os
mesmos autores, Fusarium foi o género mais frequente no café cereja, Apergiflus em cafés
classificados como rio e riado, Aspergillus glaucus em cafés de bebida muito ruim e
Cladosporium em catés classificados como de melhor bebida.

O termo “riado” foi primeiramente usado nos cafés provenientes do Estado do Rio

de Janeiro. A analise sensorial descreve este aroma como medicinal, fendlico e como

25



iodina (Spadone et al., 1990). Cafés de outras regides do Brasil bem como de outras partes
do mundo também podem apresentar esta caracteristica. Os compostos responsaveis pelo
aroma “riado” foram caracterizados por diversos autores (Spadone et al,, 1990; Spadone &
Liardon, 1988) ¢ o 4cido tricloroanisol (TCA) foi um importante contribuidor do aroma
“riado”. Embora o café “riado” seja conhecido por geragdes, o conhecimento da origem ¢ a
causa do aroma ainda sdo limitados. Amorim et al. (1979) relataram este aroma como
conseqiiéncia da acfo de polifenol oxidase liberada nas trocas estruturais da membrana
celular do grio. Mais tarde investigagSes microscopicas e microbiolégicas revelaram que
os grios “riado” estavam bem infectados com fungos do género Aspergillus, Penicillium,
Fusarium e Rhizopus e com bactérias lacticas, resultando numa degradagdo da estrutura
celular (Dentan, 1988; Vanos, 1988).

De acordo com Spadone et al. (1990) cerca de 20% da produgdo de café do Brasil
apresenta 0 aroma “riado”. TCA foi encontrado em todas as amostras “riadas”, em
concentragdes de 1 a 100 ug/kg. Apods a torragdo, mais de 50% do TCA ainda estava
presente no café.

Vérios outros alimentos como: ovos, carne resfriada, farinha, arroz empacotado,
cacau em pd, vinho e outros podem apresentar o TCA (Spadone ef al., 1990). A ocorréncia
de TCA parece estar relacionada a alguma forma de contaminac¢fo industrial ex.: cloragdo
da 4gua e uso de pesticida ou fungicida clorado. Estes contaminantes primarios passariam
por varios processos de degradag¢tes quimicas e microbiolégicas, levando a formagdo de
2.4,6-triclorofenol (TCP). Foi demonstrado por Curtis et af. (1974) e Gee & Peel (1974)
que inimeros isolados fiingicos sdo capazes de realizar esta conversdo. No café “riado”,
TCP provavelmente é o precursor direto de TCA. Esta hipotese ¢ devido a ocorréncia
simultdnea dos dois compostos em todas as amostras investigadas e pelo fato dos bolores
isolados dos grios de café “riado” serem capazes de converter clorofendis em cloroanisois
correspondentes. Alternativamente, o TCP pode ser um metabdlito produzido naturalmente
por fungos que infectam o café. De fato, alguns fungos séo reconhecidos como capazes de
produzir metabolitos clorados (Spadone et al., 1990).

Cantergiani e/ al., (2001) estudando compostos voldteis de cafés do México através
da técnica de olfatometria e CG-MS, identificaram 6 compostos causadores de “off-
flavour”, geosmina, 2-metilisoborneol, 2.4,6 ftricloroanisole e 3 derivados das

metoxipirazinas. Todos eles contribuiram para o odor de terra. Os autores ndo relacionaram
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dirctamente os defeitos com a presenga dos fungos, mas sugeriram que a causa do
problema poderia estar relacionado com falhas na secagem dos grios.

Outros “off-flavours” como o 2-metilbutirato, etil-3-metilbutirato ¢ o acido etil éster
ciclohexanoico, tém sido relacionados com a fermentagio ndo controlada dos grios de café

(Bade-Wegner ef al., 1997).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

- Avaliar a presenca de fungos em grios de café cru de duas regides produtoras do

Brasil, Cerrado Mineiro/MG e Piraju/SP, comparando a micobiota presente;

- Identificar as espécies tingicas presentes nas diferentes etapas de processamento
do café: colheita, preparo, secagem e estocagem. Foram avaliados os frutos (cereja), graos

do solo (varre¢do), boia (secos e passas do pé) e verde (imaturos),

- Avaliar os compostos volateis das principais espécies flingicas isoladas dos grios

em estudo, cultivadas em meio de cultura ¢ em grios inoculados;

- Realizar andlise sensorial da bebida em todas as amostras de grios coletadas, bem

como dos grdos inoculados com os fungos;

- Correlacionar os resultados dos compostos volateis produzidos pelos fungos no
meio de cultura e no café inoculado, comparando com os resultados da andlise sensorial da

bebida,
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Café

Um total de 41 amostras de café cru foi coletado de duas regides produtoras do
Brasil: Patrocinio no Cerrado Mineiro (19) e Piraju (22) em Sio Paulo. Aproximadamente
2 Kg de cada amostra foram coletados para as andlises. Grios obtidos a apartir das
diferentes etapas do processamento foram avaliados: cereja (fruto) e varregiio (frutos, secos
e passas do chdo), boia e verde (do lavador) e grios do terreiro e da estocagem. Foram

avaliados também dois tipos de preparo do café: natural e cereja descascado.
3.2 Anailise Micolégica

As andlises micolégicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do
Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) situado em Campinas/SP em parcerias com a
New South Wales University (Department of Food Science and Technology) na Australia e
Technical University of Denmark (Department of Systems Biology-Center for Microbial

Biotechnology) na Dinamarca.
3.2.1 Isolamento dos fungos do café

A superficie dos grios de cafés foi desinfectada através da imersdo em solugdo de
hipoclorito de sddio 0,4% durante 1 minuto. Em seguida 10 grios foram plaqueados em 5
placas de Petri contendo Agar Dicloran Glicerol 18% (DG18) com cloranfenicol,
totalizando 50 grios. As placas foram incubadas a4 25°C por 5 a 7 dias. Os resultados foram
expressos em percentagem de grios infectados internamente, conforme a metodologia de

Pitt & Hocking {1997).
3.2.2 ldentificaciio dos fungos

Apos a avaliagdo global da infecgdo fiingica, cada cepa foi isolada em meio Agar
Extrato de Malte (MEA) e mantida a 25°C por 5 dias. Para a identificagdo de espécies de

Penicillium spp., os isolados foram inoculados em trés pontos no meio Agar Czapek
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Extrato de Levedura (CYA) nas temperaturas de 5, 25 e 37°C e também em MEA & 25°C
por 7 dias, conforme a chave de identificagdo de Pitt (1988). Para a identificacdo das
espécies de Aspergillus spp. os isolados foram também inoculados nos meios CYA, nas
temperaturas de 25, 37 e 42°C ¢ MEA a 25°C por 7 dias. Neste caso a identificacdo foi
realizada de acordo com a chave de Klich & Pitt (1988). As demais espécies foram
identificadas de acordo com Pitt & Hocking (1997), Samsom er al. (2006) e outras chaves
de identificacdo. Para a identificacdo das espécies foram levadas em consideragdo a
presenga ou auséncia de crescimento, o didmetro das coldnias e as caracteristicas macro e
microscopias presentes apos o tempo de incubag@o.

A confirmagdo da identidade dos isolados de Penicillium spp. e Aspergillus spp.,
utilizadas para os estudos dos metabdlitos fungicos, foram realizadas pelos pesquisadores
John 1. Pitt (Food Science And Technology-University of New South Wales) ¢ Jens C.
Frisvad (Department of Systems Biology-Center for Microbial Biotechnology, Technical
University of Denmark) em visita ao Laboratério de Micrébiologia do ITAL, no periodo de
desenvolvimento do prdjeto e posteriormente em seus proprios laboratérios. A confirmagio
da identidade foi realizada utilizando a taxonomia classica (Pitt, 1988) seguindo as chaves
de classificagiio para Aspergillus e Penicillium e a andlise de metabdlitos secundarios
(compostos quimicos produzidos por fungos, incluindo antiobidticos e micotoxinas,
utilizados como para a identificagdo entre as espécies). A metodologia utilizada encontra-

se descrita no item 3.6.1.2,
3.3 Atividade de dgua e umidade

A atividade de agua ¢ o teor de umidade foram determinadas diretamente nos
equipamentos Aqualab 3TE (Decagon-EUA) e Medidor de Umidade Digital Gehaka G600

(Gehaka, Brasil), respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata.
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3.4 Analise sensorial da bebida

3.4.1 Preparo da bebida

O café cru foi torrado a 220°C por 5 a 6 minutos em torrador marca Probat tipo
BRZ4, e submetido a trés testes de degustacio: infuso, diluido de espresso e espresso,
conforme metodologia descrita em Illy&Viani (2005). Para o teste de infuso, 10 g de pé foi
adicionado de 100 mL de 4gua a 90°C e para o teste de espresso e diluido de espresso, a
bebida foi preparada com 13 g do p6é e 50 mL agua a 90°C sob pressdo (9bar), com tempo
de percolagio de 30 segundos e diluigio do espresso (1:2) com agua a temperatura 80°C
respectivamente, seguido da avaliagio sensorial. A maquina para o preparo do espresso foi

a La Marzocco com 2 grupos (modelo 2G-EE).
3.4.2 Avaliacio sensorial

A bebida foi avaliada pela equipe treinada da Assicafé, empresa responsavel pela
avaliagdo dos cafés exportados para a empresa italiana Illycaffé. A equipe treinada foi
composta de 5 provadores. Os atributos avaliados na prova de espresso foram: corpo,
aroma, acidez, amargor, dogura ¢ adstringéncia. A avaliagio final da bebida fo1 descrita
como positiva ou negativa, apoés a decisdo consensual da equipe. As amostras foram
degustadas sem os defeitos visiveis. Em adig8o, foi também avaliada a presenca de sabores
e aromas positivos como caramelo, chocolate, frutado e floral, e caracteres negativos
incluindo imaturo, fermentado, madeira, rango, mofado, riado, rto, fumaga entre outros.

A Figura 7 apresenta a equipe de provadores treinados da Assicafé durante a analise

sensorial.
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Figura 7 - Andlise sensorial realizada pela equipe da Assicafé, utilizado o método do

CSPresso.

3.5 Analise dos compostos volateis

Para a analise dos compostos volateis, tanto dos graos inoculados quanto dos fungos
no meio de cultura, foi otimizada a metodologia de extrac¢do e identificacdo descrita nos

itens a seguir:
3.5.1 Extracao dos volateis

Para a captura dos volateis foi utilizada a fibra SPME DVB/Carboxen™/PDMS da
Supelco.

Nesta ectapa, foram avaliadas: a quantidade de amostra (0,5; 1,0 e 2,0 g), a
temperatura de extrag¢io (50, 65 e 70°C) e o tempo de extragdo (15, 30 e 60min). A amostra
foi pesada em frasco de 50 mL lacrada com septo de silicone e mantida em banho nas
diferentes temperaturas e tempos testados. A exposi¢do da fibra aos volateis foi realizada
com o auxilio de um “holder”. Ap6s a introdugdo da agulha através do septo de silicone, a

fibra foi exposta ao “headspace™ pelo tempo previamente definido para cada experimento.
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Apos a adsor¢do nos tempos testados, a fibra foi recolhida, removida do frasco e inserida

diretamente no injetor do cromatégrafo gasoso para a analise cromatogréfica.

3.5.2 Analise qualitativa e identificacio dos compostos volateis

Para separagdo e identificagdo dos compostos volateis foi utilizado o cromatografo
gasoso (6890 Agilent) com detector de massas (5973 Agilent). As analises foram recalizadas
no Departamento de Bromatologia do Laboratério de Quimica do ITAL.

Os volateis foram dessorvidos da fibra diretamente no injetor de temperatura
programavel (PTV} a 270°C, com tempo de “splitless” de 0,7min. As demais condigdes
cromatograficas foram: coluna Supelcowax 60m x 0,25mm x 0,25um (polar), com
programacio de temperatura no forno de 40°C (3 min) a 250°C e aquecimento de 5°C/min.

O detector de massas foi acondicionado para trabalhar com energia de 1onizacdo de
70 eV em modo varredura (SCAN). As temperaturas foram fixadas em 230°C para a fonte
de ions ¢ 150°C no quadrupolo. Para a identificacdo dos volateis foi realizada a
comparacdo dos espectros de massas obtidos para cada composto com aqueles disponiveis
na biblioteca Nist 98 ¢ altas similaridades (> 90%) foram consideradas. Para a confirmacéo
da identidade dos compostos, foi calculado o Indice de Retencdo de Kovats experimental
obtido apds a inje¢do € analise da sequéncia d¢ alcanos, ¢ comparado com os indices
reportados na literatura e obtidos utilizando as mesmas condi¢des deste ensaio. A seqii€ncia
de alcanos fot cedida pelo Laboratério de Quimica de Alimentos da FEA/UNICAMP.

Para os compostos cujo Indice de Kovats ndo foi encontrado na literatura, a
identificagdo foi1 realizada apenas pe‘la compara¢do dos espectros de massas e estes

compostos foram considerados “tentativamente tdentificados”.
3.6 Avaliagio da influéncia dos fungos na bebida

Considerando a diversidade das espécies filngicas isoladas nas amostras da regido
de Piraju e os resultados da andlise sensorial, com a identificagdo de varios atributos

diferenciais e interessantes nas bebidas desta regifio, a andlise dos compostos volateis foi

realizada com os cafés e com os fungos 1solados desta regido.
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Inicialmente foram analisados os compostos volateis dos grios inoculados com os
fungos e posteriormente dos fungos no meio de cultura. Foi otimizada a metodologia pra a
detecgdo dos compostos volateis utilizando a técnica de Microextragio em Fase Solida
(SPME) ¢ detec¢do por cromatografia gasosa e espectrometria de massas (GC-MS).

Com o objetivo de avaliar os metabdlitos volateis fiingicos e a influéncia destes na
qualidade final da bebida, foram selecionadas as principais espécies isoladas dos cafés
anteriormente analisados, em termos quantitativos € qualitativos, isto €, que apresentaram
maior frequéncia e que mostraram alguma correlagdo com a analise sensorial realizada,
para serem avaliadas. Essas espécies foram inoculadas no caté, seguido da avaliacdo

sensorial. Além disso, os metabdlitos volateis desses fungos no meio de cultura também

foram identificados.
3.6.1 Inoculaciio dos fungos nos grao de café

3.6.1.1 Isolados testados

Para a inoculagio nos grios de café, foram selecionados trés isolados da regido de
Piraju: Aspergillus foetidus, Penicillium crustosum e Penicillium brevicompactum. Os
fungos foram inoculados em agar Czapek Extrato de Levedura e incubados a 25°C por 7

dias em tubos com septo de silicone.

3.6.1.2 Teste de produgdo de toxinas

Antes de serem inoculadas no café, os isolados foram testados quanto a produgdo de
metabolitos toxicos relacionados com as espécies estudadas, como a ocratoxina A para
Aspergillus e penitrem para Penicillium. A cepa de Aspergillus section Nigri,
posteriormente identificada como Aspergillus foetidus foi testada quanto a produgdo de
ocratoxina A através da técnica do dgar plug (Filtenborg et «l., 1983) no préprio
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos. A cepa foi
tnoculada no meio agar Sacarose Extrato de Levedura (YESA) e cultivadas durante 7 dias a
25°C. Apos este periodo, um “plug” da coldnia foi retirado com o auxilio de um estilete e
aplicado na placa de cromatografia de camada delgada. Seus metabdlitos foram extraidos
com solugio metanol:cloroférmio (1:1, v/v). A andlise cromatografica foi desenvolvida em

tolueno:acetato de etila: acido férmico 90%: cloroférmio (7:5:2:5, v/v/v/v). O resultado
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positivo/negativo foi obtido através da comparagdo qualitativa da coloracfio e do fator de
retencdo dos metabodlitos secundarios produzidos, com o padrio de ocratoxina A
desenvolvido paralelamente, e observados sob luz ultravioleta de 365 e 254nm.

As espécies de Penicillium (P. brevicompactum e P. crustosum) e o Aspergillus
Joetidus foram encaminhadas a Technical University of Denmark (DTU) para a analise de
extrolitos. Os isolados foram inoculados em CYA ¢ YESA, cultivados durante 7 dias a
25°C. Apos esse periodo 5 plugs de aproximadamente 3mm foram cortados das placas,
transferidos para um tubo de 1,5mL e a extracéo foi realizada pela adi¢do de 800uL de uma
solugdo de acetato de etila:diclorometano:metanol (3:2:1, v/v/v) com 1% de 4cido formico
e submetendo o conjunto a ultrassonicagdo durante 55min conforme descrito por
Smedsgaard (1997). Os solventes foram evaporados “overnight” em capela de fluxo
laminar e o extrato seco foi ressuspendido em S00pL de metanol e filtrado através de filtro
Milex PFTE (politetrafluoroetileno) de 0,45um. Um volume de 3uL do extrato fo1 injetado
em cromatégrafo liquido Agilent 1100 (Waldbron, Alemanha), com detectores de arranjo
de diodos (faixa de 210 a 280nm a cada 0,7segundos) e fluorescéncia (230nm excitagdo e
450nm emissdo) em sequéncia. Para separacdo dos compostos foi utilizada a coluna C18
Luna (I1) (50mmx2 mm) e sistema gradiente: dgua contendo 0,05% de 4cido trifluoracético
{TFA) e acetonitrila contendo 0,05% do mesmo &cido, partindo de 15% de acetonitrila e
alcangando 100% de acetonitrila em 20min, mantendo a propor¢dc do gradiente final
durante 5 min antes de retornar as condigdes iniciais.

Os metabdlitos encontrados em cada isolado foram identificados com base nos
indices de retengdo relativos as alquifenonas e os espectros dos compostos foram

comparados com banco de dados interno (Frisvad & Thrane, 1989).

3.6.1.3 Café- Esterilizacdo

Para garantir somente o crescimento das espécies fingicas em estudo, grios de café
ardbica, cedidos pela Assicafé Consultoria Cientifica, foram esterilizados utilizando
radiagdo ionizante (raios gama — Co-60) na empresa CBE (Companhia Brasileira de
Esterilizagdo). Foram testadas as doses de 1, 3 ¢ 10 kGy. O plaqueamento dos grios em
meio de cultura e a andlise sensorial da bebida, antes ¢ apds os tratamentos, foram
realizados para se avaliar a eficiéncia da esterilizaglio e as caracteristicas sensoriais da

bebida, respectivamente.
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3.6.1.4 Inoculacdo dos fungos no café

As cepas testadas foram inoculadas no MEA e incubadas 4 25°C durante 5 dias.
Para o preparo do inoculo, foi realizada uma raspagem de todo o micélio fungico da placa e
o mesmo foi transferido para um frasco com 100mL de dgua peptonada 0,1% adicionada de
0,1% de tween 80 e pérolas de vidro. Para a obtengdo da concentragdo da suspensdo
utilizada para a contamina¢io dos grios, a solugfo inicial foi filtrada em gaze estéril ¢
dilui¢Oes decimais seriadas em solugdo de dgua peptonada 0,1%, foram realizadas.

Para a contaminagio dos grios foram adicionados 2mL da suspensio inicial em
150g de café cru, seguida da adigdo de 3ImL de agua estéril, visando o aumento da
atividade de 4gua da amostra ¢ a possibilidade do crescimento fingico. Foram realizadas as
andlises de atividade de agua e umidade antes € apds a inoculagdo conforme descrito no

item 4.3. As amostras foram encaminhadas para a analise sensorial apos 7 dias, mantidas a

25°C.

3.6.1.5 Andlise sensorial

A anilise sensorial da bebida preparada com os gréos inoculados com os fungos fot
realizada de acordo com o método descrito no item 3.4. Paralelamente as amostras

inoculadas com os fungos, foi realizada também a andlise sensorial do controle (sem

contaminacio).

3.6.1.6 Andlise dos metabdlitos volateis

Os compostos volateis dos grios inoculados com os fungos e dos controles (sem

contaminagio) foram extraidos e identificados de acordo com o método descrito em 3.5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises micologicas e avaliaciio sensorial

A Tabela 7 apresenta o total de fungos e as principais espécies isoladas dos cafés do
Cerrado Mineiro/MG e os resultados da andlise sensorial, realizadas apenas para as
amostras secas.

Em geral, as amostras de Minas Gerais ndo apresentaram clevada contaminagdo
fiingica (inferior a 20%) e as principais géneros isolados foram Furotium e Fusarium.,
fungos comumente encontrados em grios de café cru. A baixa contaminagio fungica em
amostras provenicntes de Minas Gerais foi também verificada em estudo realizado por
Taniwaki et al. (2003). Os autores estudando a incidéncia de isolados de Aspergillus spp.
potencialmente ocratoxigénicos em diferentes regides produtoras no Brasil (Alta Paulista,
Sorocabana, Alta Mogiana e Cerrado Mineiro), encontraram baixos valores de infecgio
fingica (< 4%) para os cafés do Cerrado Mineiro e apenas em café seco e estocado na tulha
(9 amostras) no total de 36 amostras analisadas. Com o processo de secagem, os fungos
xerofilicos, aqueles capazes de crescer em batxos valores de atividade de agua (< 0,85), sdo
favorecidos ¢ sobrevivem, sendo os responsaveis pela contaminagdo posterior dos gréos,
como por exemplo, as espécies do género Eurotium sp.

Apesar da baixa infecgdo, foi possivel verificar que os cafés preparados
naturalmente apresentaram contaminagfio flingica ligeiramente maior do que os
descascados. As médias de infecgdo para os cafés descascados foram de 6,0% enquanto que
para o café seco com a casca foi de 11,2%. Em relagéio as espécies isoladas, nfo houve
diferenga entre os dois tipos de preparo. A secagem do café pela via natural apresenta
algumas caracteristicas que podem propiciar um aumento na contaminagfo microbiana. Os
grios seguem para o terreiro ou secador com a casca, polpa e mucilagem, fragdes no fruto
que sfo ricas em agucar ¢ que podem ser utilizados pelos microrganismos para o seu
crescimento e multiplicagdo. Estudos mostraram que espécies de Fusarium sp.,
Cladosporium sp., Colletotrichium sp., Penicillium sp., Trichoderma sp., Aspergillus sp. e
Gliocladium sp. estdo presentes nos frutos e que no terreiro podem acelerar o processo de

fermentacdo (Carvalho er al., 1997). Desta maneira € preciso que o tempo entre a colheita e

37



a secagem dos griios seja o menor possivel, de preferéncia no mesmo dia, para que o
processo de fermentagiio dos grios ndo se inicie.

Analisando os resultados da avaliagdo sensorial, verificou-se que em todas as
amostras preparadas pela via natural, a avaliacfo final apresentou alguma caracteristica
negativa como imaturo, fermentado, mofo, adstringente e amargo. A falta de
homogeneidade no grau de maturagdo dos grios, o tempo mais prolongado para a secagem
do café em coco ¢ as fermentagdes indesejaveis, fruto de uma secagem ndo controlada, sdo
fatores que podem comprometer a qualidade dos grios e da bebida quando € utilizada a
secagem natural (Toledo & Barbosa, 1988, Illy & Viani, 2005).

Por outro lado o café seco pela via natural, quando preparado de maneira adequada,
¢ responsavel por conferir caracteristicas sensoriais Importantes para a bebida,
principalmente de corpo e aroma, que em alguns casos sfo caracteristicas desejadas, como
no café espresso, por exemplo (Illy & Viani, 2005).

Para os cafés descascados do Cerrado Mineiro, em geral as amostras apresentaram
caracteristicas positivas (78%) na avaliagdo sensorial, como doce, aromatico € caramelo.
Apenas 2 amostras apresentaram avaliagdo sensorial negativa e ndo houve correlagdo com
a infecgdo fungica. E possivel que durante o processo tenha ocorrido alguma falha,
responsavel pelo aparecimento das caracteristicas indesejdveis, descritas nestas amostras
como “stinker”, imaturo, mofo, como por exemplo, uma fermentacéo excessiva dos grios

ou secagem inadequada. Ou até mesmo a utilizagio de grios tmaturos.
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Tabela 7- Fungos isolados de amostras de café cru da regifio de Patrocinio no estado de Minas Gerais.

N° Tipo Total isolados) N* isolados Avaliacie
preparo {% infeccgfio (% de grios infectados) Sensorial
tal :
fotab 3 > | 8 g
/s |% [§ |8 |§ |8 | ¢
3 @ < = £ 3 B g kS &
= = 2 ] 3 = = &, ] =
3 3, g & £ g ] g 8 3
g ] 3 ks § ] = 3 = g
K & i S K R S S = LW
1 Descascado 4(8) 3(6) 1(2) stinker forte em infuso e espresso
2 Descascado 3(6) 12y | 2(4) doce e caramélico
3 Descascado 2(4) 1(2) 1{2) doce, aromético, caramelo forte e fiuta seca
4 Descascado 4(8) 3(6) 12) doce, aromidtico, caramelo forte e fruta seca mas com gosto de fumaga
5 Descascado 3(6) 1(2) 1(2) 12 doce, aromatico, caramelo forte e fiuta seca
6 Descascado 1(2) 1(2) doce e caramélico mas com gosto de madeira
7 Descascado 3(6) 2(4) 1(2) particular, um pouco amargo
g Descascado 2(4) 2% particular, um pouco amargo
9 Natural 5(10) 4(8) 1(2) fermentado forte, com ligeiro rango
10 Natural H1B) 2(4) 6(12) 1{2) | fermentado, adstringente
11 Descascado (10 5(10) imaturo, mofo, muito adstringente, amargo
12 Natural 10(20) 1(2) 9(18) imaturo, fermentado
13 Natural 2(4) 1{2) 1(2) imaturo, fermentado
14 Natural 1{2) 1(2) fermentado, stinker e muito adstringente
15 Natural 6(12) 4(8) 1(2) 1(2) ran¢o e fermentado
16 Natural 10(20) 3(6) 2(4) | 1(2) 1(2) 3(6) stinker, imaturo, nem doce nem écido
17 Natural i(2) 1¢2) leve adstringéncia ¢ amargor
18 Natural 4(8) 3(6) 1{2) | leve adstringéncia e amargor
19 Natural 3(6) 3(6) fermentado leve
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A Tabela 8 apresenta o total de fungos e as principais espécies isoladas dos grioes de
Piraju e os resultados da andlise sensorial.

Em relacdo as amostras de Piraju constatou-se uma maior incidéncia e diversidade
de fungos comparativamente aos cafés de Minas Gerais. Cerca de 45% das amostras
apresentaram infeccéo fingica maior que 70%, mesmo aquelas cujo resultado da avaliagdo
sensorial no espresso foi positivo. As principais espécies isoladas foram Penicillium
brevicompactum, Penicillium crustosum, Aspergillus foetidus, Aspergillus westerdijkiae e
Fusarium lateritium.

Verificou-se principalmente nas amostras da Fazenda Santa Maria, uma alta
incidéncia de espécies de Penicillium brevicompactum e Penicillium crustosum em todas as
etapas do processamento, inclusive na cereja, indicando que estas espécies encontram-se
presentes naturalmente no pé de café desta regido.

Do total de amostras da regidio de Piraju analisadas, 50% apresentaram avaliagfo
sensorial negativa, dentre estas todos os cafés bdia (5 amostras) ¢ varrecio (2 amostras),
trés amostras de cafés verde (imaturos) e um café da estocagem (tulha). Todas as amostras
de café boia avaliadas apresentaram caracteristicas negativas como fermentado, “stinker”
(fermentado acentuado), mofo e imaturo e todas apresentaram infec¢éo fingica total maior
que 30%. O café bodia € definido como os grios que atingem a maturagio completa ainda
no pé. Apos a colheita é segregado do cereja e do verde nos lavadores por densidade e
normalmente ¢ levado para o terreiro para a secagem natural. Dentre as espécies fingicas
isoladas nestas amostras, foi possivel verificar a alta incidéncia de Aspergillus foetidus,
variando a porcentagem de infecgéio de 0 a 34% e média de 15,2%.

Assim como o café bdia, a bebida preparada com o café varregio (aqueles que
mantiveram contato com o solo e sujidades) também apresentaram os mesmos resultados,
acrescentando as descri¢des riado e sujo. Nestas amostras, além da presenga de Penicillium
spp, foi possivel verificar a alta infeccio por Aspergillus foetidus (16 a 64%) e Aspergillus
westerdijkiae (0 a 30%). Nesses cafés a bebida apresentou avaliagéio final negativa e as
caracteristicas descritas foram mofo, riado, fermentado, amargo € imaturo.

Estas espécies isoladas dos cafés varregiio e bdia sio capazes de crescer e se
desenvolver em condicdes de baixa atividade de agua e acabam sobrevivendo e
prevalecendo nestas amostras. A sobrevivéncia ¢ desenvolvimento destas espécies sio

favorecidos ja que ndo hd competi¢do com outros microrganismos. Em contato com o solo
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a carga microbiana tende a aumentar, como foi possivel verificar nos resultados do
plagqueamento das amostras varrecio.

A alta infecgdo por Aspergillus niger (espécie pertencente a secdo Nigri, assim
como Aspergillus foetidus) e Aspergillus westerdijkiae em graos com defeitos foi relatada
também por outros autores. Taniwaki et al., (2006) estudando a micobiota de grios
defeituosos (preto, preto-verde, ardido e verde), verificaram a alta contaminacic por
Aspergillus niger, Aspergillus westerdijkiae e Eurotium chevalieri nestes grios. As
seguintes porcentagens de infec¢do total foram relatadas nos defeitos estudados: ardido
(94%), preto (96%), preto-verde (80%) e verde (72%). As possiveis causas para os defeitos
preto e ardido estdo relacionadas com grios maduros ou secos no pé que passaram por
condicBes inadequadas, como contato com o solo e/ou fermentagdo por microrganismos
seguida da secagem (Teixeira, 1970, Illy & Viani, 2005). Sendo assim, os defeitos preto e
ardido estdo relacionados com os cafés boia e varrecéo.

A Figura 8 apresenta o plaqueamento da amostra varre¢do (amostra 9) € 0s

principais fungos presentes.
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Tabela 8 — Fungos isolados de café cru de café da regido de Piraju, Séo Paulo.

N* | Origem Tatal N isolados
isolados %o de grios infectados)
(% E @ Avaliacio Sensorial
N - 2 3 49
;1;:::;80 E 3 K 8 g g R B 7§ o
5 Y = g S -2 3 3 & & 8 g =
3 H £ g 3 = S g 3 5 g 3 3 5, = &
§ 2 g 3 g 3 £ | 3 2 5 3 £ z 5 3 g
ol g [& '3 18 |§ |§ [f [§ |§8 [ 18 |§% |¢ |¢%
5SS 2 0SS |12 s = |3 5 g 5 g 3 S |8
& & = < A & & & < =] &, < & = = A
Fazenda Santa Maria
. 25 1 2
5 Cereja 32 (64) 4(8) (50) 2(4) )
. 9 2 3 3 P
22 ?
Cereja 18 (36} 1{2) (18) (4) (6) ®)
[nfuso- leve
fermentado
" 9 Espresso: leve,

4 Bdia 15(30) () 2(4) (18) fermentado, imaturo
acentuado,
adstringente forte
Infuso-fermentado,

. 5 7 11 5 mofo

10 | Bia BGO | oy | (g 22) (10) Espresso: stinker

Infuso-fermentado
9 20 5 1 forte

11 Verde 38 (76) (18) 2{(4) (40} (10} 1(2) @ fl%s;;:;esm: fermentado
Infuso — Regular
Espresso: Madeira
forte, mofo

§ 9 6 6 4 3 ,
14 Verde 29 (58 fermentado
" 9 (10 (18 (12) a2 (8) Aevalia Zo final:
Avadacag hinal:
negativa
infuso-regular
13 14 13 Espresso: aroma
1 Tulha ' 51 (100) 4 (8) 2(4) 3(6) 2 4) chocolate, bom
(26) 28 @6 corpo, adstringente
" Cereja descascado

* Nio realizado devido a alta umidade
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Tabela O8 — continuagéio

N°

Total
isolados
(%
infecgiio
total)

Origem

N’ isolados
(% de grios infectados}

crusfosiam

P.

P. brevicompactum

Westerdijkine

Joetidus

carbonarius

A

F. laterifium

F.
oxysporium

F.

semitectum

Cladosporinm

sp.

Eurotinm sp.

Fusarium sp.

Peniciltium sp

Fangos
dematidceos

Mucor sp.

Aspergiffus sp.

Leveduras

Avaliacao Sensorial

Tulha ’ 67(100)

35
70

102)

3(6)

(38)

(=]
—
[a%]
~

(=]
—
(=2}
—

Infuso-regular
Espresso: aroma
caramelo, suave, leve
adstringente

Tuiha ' 15(30)

(o)

(16)

2(4)

[nfuso- limpo
Espresso: aroma
floral e caramelo,
suave, goce

Tulha' 6H10D)

14
(28}

31
(62)

15
(30

2(4)

6(12)

1(2)

Infuso- regular
Espresso: aroma
caramelo, suave, leve
adstringente

Tutha ' 48(96)

(16}

25
(50

§(16)

1(2)

M

[nfuso-Regular
Espresso: Corpo
regular, aroma
discreto, caramelo,
leve adstringéncia
Avaliagio final:
positiva

12

Boia? 24(48)

4(8)

3(6)

12)

5(18)

4(8)

1(2)

12)

2(4)

Infuso-Regular
Espresso: Madeira
forte, adstringéncia
forte

Avaliaggo final:
negativa

Tulha ' 48(96)

1(2)

26
(52)

1(2)

4(8)

12
(24)

12)

3(6)

Infuso —Regular
Espresso. Aroma
discreto, caramelo,
pouco corpe, leve
adstringéncia
Avaliagdo final:
positiva

Varregio 54(100)

17
(34

5
(10y

32
(64)

Infuso ¢ espresso —
leve fermentado,
imaturo acentuado

" Cereja descascado

? N#o realizado devido a alta umidade
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Tabela 08 — continuagao

N

L]

Total
isolados
%
infecg¢do
total)

Origem

N? isolados
{% de grios infectados)

Crustosum

P

brevicompactu

Lo
A

P

westerdijkice

A.
Sfoetidus

A.

carbonarius

F. lateritium

F.
oxysporium

B

semitectum

Cladosporium

B

Eurotium sp.

Fusariam sp.

Penicillium sp

Fungos
dematidceos

Mucor sp.

Aspergillus sp.

Leveduras

Avaliagcio Sensorial

Fazen,

da Tijuco

Preto

Varreg

50 74(100)

24
(48)

(16)

(50}

2(4)

Infuso-sujo, mofo,
riado

Espresso; sujo, verde
acentuado, amargo.

Verde 34(68)

3(6)

25
(50)

3(6)

1(2}

1)

Infusc- Regular
Espresso; Aroma
floral, caramelo,
pouce corpo
Avaliagio final:
paositiva

Bdia 44(88)

10
(20)

17
39

1(2)

13
(26)

8(16)

2(4)

12)

[nfuso e espresso:
fermentado, mofo,
amargo

Avaliacdo final:

negativa

Bdia 31(62)

7(14)

10
20

1(2)

3(6)

13
(26)

1(2)

Infuso — Regular
Espresso; Madeira,
fermentado forte
(stinker)

Avaliagio final:
negativa

20

Benefi

ciado ! 2244)

3(6)

12)

13
{26)

48)

1)

Infuse: Regular
Espresso: suave, bom
aroma, floral,
caramelo, doce
Avaliagio final:
positiva

Tulha | 23(72)

48)

2(4)

i
@2)

17
(34)

Infuso ¢ espresso:
Fermentado, madeira,
verde acentuado
Avaliagio final:
negativa

" Cereja descascado

2 Nao realizado devido a alta umidade
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Tabela 08 — continuacio

N | Origem Total N* isolados
“ isolados (% de grios infectados)
(Y 2 B . . & o, Avaliagdo Sensorial
infeccio 2 32 2 E £ 2 =2 B & g 2 -
H =% 2 = 2 s £ 5 5 54 : 3 @
total) S £ B . § 1% £ § 5 5 I | 8 S5 |5 |8§
) B S = g B ]
= oL
wf [add<f|«d | <E | Flwd |[Ss)d 5 & S3 | = 2 3
Fazenda dos Cedros
. 2
23 | Cereia | 2958) 4(8) an 5(10) :
Infusec e espresso:
madeira, mofo,
1 11 6 fermentado forte
21 | Verde 29(58) 3© | oy | 2@ | 1@ (| 3 | 2@ 12) (stinker)
Avaliag@o final:
negativa

"'Cereja descascado

2 Nio realizado devido a alta umidade
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Figura 8- Contaminag¢do flingica em café varre¢do (Piraju, amostra 9).

Penicillium brevicompactum esteve presente em 96% das amostras analisadas na
regido de Piraju, inclusive no café cereja. A média de infec¢do por essa espécie foi de
23,3%, variando de 0 a 70%. Nas amostras cujo resultado da avaliagdo sensorial foi
positiva (amostras 1, 2, 7, 8, 13 e 15) também foi possivel verificar a alta incidéncia dessa
espécie, com meédia de 46% e variagdio de 10 a 70% de infecgdo. As principais
caracteristicas positivas obtidas foram aroma caramelo, floral, suave e doce. A Figura 9

apresenta a infec¢do flingica presente na amostra n® 08, estocada na tulha.

Figura 9 — Contaminagao fungica em café da tulha (Piraji, amostra 8).
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Outra espécie de Penicillium presente nas amostras de Piraju, porém em menor
incidéncia, foi1 Penicillium crustosum, presente em 55% das amostras e apresentando média
de infecgio de 6,6%, variando de 0 a 34%. OQutros géneros flingicos isolados foram:
Fusarium spp. (principalmente Fusarium lateritium), Eurotium sp. ¢ Cladosporium sp.

Vérios autores estudando os microrganimos nos grios de café relataram a incidéncia
dos mesmos géneros fungicos ¢ de outros grupos. Bitancourt (1975), estudando os
microrganismos que constituem a microflora do café cereja em diferentes fases do preparo,
no pé e no terreiro, observou maior freqiiéncia de isolamento de Colletotrichum spp.,
Fusarium spp. e bolotres verdes (Penicillium sp.). Também foram identificados Aspergillus
niger, Rhizopus sp., Phomopsis sp. ¢ Epicoccum sp. no café seco em terreiro e
Cladosporium sp. desenvolvendo no pé. Carvalho et a/. (1989) estudando a relagio entre a
micobiota e as caracteristicas sensorias da bebida concluiram que as amostras de café
classificadas como bebida mole e dura apresentaram baixa infecgdo pelas espécics
Fusarium roseum, Aspergillus ochraceus ¢ Aspergillus flavus ¢ os cafés classificados como
de bebida riada e rio, apresentaram indices eclevados por espécics de Fusarium sp. e
Penicillium sp. Estudos anteriores realizados por Alves & Castro (1993) mostraram que a
qualidade da bebida independe da contaminacdio dos grios. Os géneros mais freqiientes
foram: Fusarium spp. no café cereja, Aspergilius spp. nos cafés rio e riado ¢ Cladosporium
spp. nos cafés classificados como de melhor bebida. Por sua vez Aspergillus giaucus foi o
mais freqgiiente em cafés classificados em bebida muito ruim. Na maior parte dos trabalhos
foi verificada a presenga de espécies de Aspergillus sp., principalmente nas etapas poés-
colheita, nos grdos ja secos e nos cafés cuja bebida apresentou caracteristicas negativas.
Com a secagem dos grios de café ha o favorecimento das espécies xerofilicas, as unicas
capazes de sobreviver em valores baixos de atividade de agua. Dentre estas, encontram-se
algumas espécies do grupo dos Aspergillus, que podem apresentar a capacidade de produzir
toxinas, como Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger ¢
Aspergillus carbonarius produtores de ocratoxina A.

No Brasil, Taniwaki et al. (2003), estudando a ocorréncia de fungos em 408
amostras de grdos de café, constataram maior freqiiéncia de isolamento de Aspergilius
niger (504 isolados), seguido de Aspergillus westerdijkiae (248) ¢ Aspergillus carbonarius
(48). Os autores constataram que a infec¢io por estas espécies ocorre apds a colheita,

quando os frutos entram em contato com o solo, ou devido as mds praticas agricolas
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durante a secagem e estocagem. Este fato constata a grande mmportancia do monitoramento
destas espécies neste produto.

A Tabela 9 apresenta os valores de atividade de agua das amostras analisadas.

Com excec¢do do café cereja, todas as amostras estavam secas, apresentando baixa

atividade de dgua e dentro dos limites seguros para o crescimento de microrganismos.
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Tabela 09: Valores de atividade de dgua (média de trés repeti¢des).

N°® amostra Cerrado/MG Piraju/SP
1 0,537 0,547
2 0,539 0,528
3 0,543 0,522
4 0,527 0,518
5 0,527 0,989
6 0,549 ‘

7 0,526 0,505
8 0,543 0,431
9 0,550 0,535
10 0,592 0,504
11 0,514 0,571
12 0,529 0,554
13 0,553 0,606
14 0,532 0,617
15 0,505 0,560
16 0,544 0,529
17 0,530 0,626
18 0,550 0,545
19 0,540 0,679
20 1 0,365
21 ‘ 0,604
22 ! 0,971
' Nio consta

4.2 Avalia¢do dos metabélitos produzidos pelos isolados estudados

Trés fungos foram selecionados para a avaliagio da producdo de compostos
volateis: Penicillium brevicompactum, Penicillium crustosum e Aspergillus foetidus, todos
isolados de cafés da regido de Piraju. Nestas amostras foi verificada uma maior diversidade
fungica e alta freqiiéncia das espécies selecionadas para o estudo.

Inicialmente foram testadas a capacidade de produgio de metabdlitos toxicos por
estas espécies. As cepas de Aspergillus foetidus, Penicillium brevicompactum e Penicillium
crustosum ndo foram produtoras de ocratoxina A, penitrem A ¢ tampouco micotoxinas
relacionadas com estas espécies. De acordo com alguns autores (Pitt & Hocking, 1997;
Frisvad et al., 1989) ja foi relatado a produgdo de dcido micofendlico por Penicillium

brevicompactum, um composto fracamente téxico para ratos e sem significincia para
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humanos; e penitrem A produzido por Penicillium crustosum, considerada uma micotoxina
nefrotoxica para animais e ainda sem conhecimento para humanos. Aspergillus foetidus ndo

estd relacionado com a produgéio de ocratoxina A (Samson et al., 2004).

4.3 Esterilizacdio e inocula¢iio dos grios

Para a avaliagdio da producio de compostos volateis pelos fungos no café, as trés
espécies foram inoculadas nos grdos. A amostra utilizada para o teste foi inicialmente
caracterizada quanto 4 sua micobiota. Através do plaqueamento dos grios no meio de
cultura foi obtida a porcentagem de infeccdo de 18%. Os seguintes géneros foram isolados:
Fusarium sp. (6%), Cladosporium sp. (4%), Aspergillus sp. (2%), Eurotium sp. (2%) e
Penicillium sp. (2%), além de leveduras (2%).

Para garantir a esterilidade do café e possibilitar a contaminag¢do posterior com as
espécies fungicas estudadas, foi necessario a escotha de um método de esterilizagdo que
garantisse a integridade dos grios ¢ a nfo modifica¢io das caracteristicas sensoriais da
bebida. Para tanto, foi escolhida a radiagio ionizante Co-60, partindo inicialmente de uma
dosc alta de 10 kGy. Apesar de garantir a esterilidade do caté, a dose aplicada de 10 kGy
foi considerada muito alta, pois conferiu & bebida caracteristicas negativas como forte sabor
de madeira. Assim, a dose foi reduzida para 1 kGy, que, entretanto, ndo foi suficiente para
promover a esteriliza¢io dos grios. Em outro ensaio, foi constatado que o uso da dose de 3
kGy foi suficiente para eliminar todos os fungos sem causar efeitos negativos na qualidade
sensorial da bebida.

Viarios estudos tém comprovado a efetividade da irradia¢éio gama para a reducfio da
contagem de fungos em alimentos e vegetais ¢ para o controle de fungos toxigénicos (Aziz
& Abd El-Aal, 1997 e 1990; Refai ef al., 1996; Van Dyck et af., 1982; Youssef ef al., 1999,
Aquino et al., 2005). A dose para completa eliminacdo de fungos toxigénicos em grios de
café e alimentos foi de 5 a 10 kGy (Aziz & Abd El-Aal, 1997). Aquino et al. (2005)
testando isolados toxigénicos de Aspergillus flavus em amostras de milho contendo
atividade de agua de 0,88-0,94, obtiveram redu¢do significativa de dois ciclos logaritmicos
utilizando a dose de 2 kGy e cinco ciclos com as doses de 5 ¢ 10 kGy, sendo que em

algumas repeticdes utilizando 10 kGy houve a completa eliminacdo dos fungos. Em relagio
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a degradagdo da aflatoxinas as doses de 2 e 5 kGy foram capazes de provocar reduc¢do nos
niveis de aflatoxinas de 30 e 54% respectivamente. A dose de 10 kGy eliminou a aflatoxina
da matriz, considerando uma contaminagao inicial de 2.214 pg/Kg de aflatoxina B;.

Para a contaminagio do café foi preparado um in6culo de concentragio 10°
esporos/mL, seguida da adi¢do de agua estéril para elevar a atividade de dgua e possibilitar
o crescimento dos fungos. Os valores de atividade de dgua e umidade, antes e apds o
preparo da amostra e incubag@o foram de 0,492 e 11,3% e 0,612 e 13,5% respectivamente.
Para avaliar o grau da contaminagdo, foi realizado o plaqueamento das amostras antes da
analise sensorial. As trés cepas testadas apresentaram 100% de infecg¢do flingica. A Figura

10 apresenta a contaminagdo dos graos de café pelas trés espécies.

[l

Figura 10 - Café com presenga de P. brevicompactum (B), P. crustosum (P) e A. foetidus

(fungo negro).
4.4 Avaliacio sensorial do café com os fungos

A Tabela 10 apresenta os resultados da andlise sensorial das amostras de cafés

inoculado com os fungos e a avaliagdo consensual da equipe da Assicafé.



Tabela 10- Resultados da analise sensortal dos cafés inoculados com Aspergillus foetidus,
Penicillium crustosum ¢ Penicillium brevicompactum.

Amostras Resultados Andlise Sensorial
Caracteristicas Avaliaciio
Final
Controle Infuso: regular
Espresso: aroma chocolate, "
Positiva
pouco amargo e leve
adstringéncia
Café + Aspergillus foetidus Infuso; Fermentado, mofo,
terra Negativa
Espresso: stinker, mofo, terra
Caf€ + Penicillium crustosum Infuso: Fermentado forte
Espresso: Fermentado forte, Negativa
adstringente, imaturo
Café + Penicillium brevicompactum Infuso: Limpo
Espresso: Aroma floral, .
Positiva
caramelo, doce, leve
adstringéncia

Caracteristicas indesejaveis como fermentado, mofo e terra estiveram presentes na
amostra inoculada com Aspergillus foetidus ¢ fermentado forte e imaturo na amostra
inoculada com Penicillium crustosum, conferindo a essas bebidas, resultados negativos na
avaliagdo sensorial final. O contrario ocorreu com o café inoculado com Penicillium
brevicompactum. Este apresentou avaliagdo final positiva e caracteristicas desejaveis como
presenca de aroma floral, caramelo e dogura. A presenca do aroma floral também foi
detectada diretamente nos grios inoculados com esta espécte, antes mesmo do preparo da
bebida. A amostra controle, sem contaminagéo, apresentou avaliagio final positiva, com
caracteristicas no espresso de chocolate, amargor ¢ adstringéncia, indicando que as
alteragbes realizadas nos grdos, ndo interferiram negativamente nas caracteristicas
sensoriais da bebida final.

Varias espécies de Penicillium sdo capazes de produzir compostos volateis que
causam aromas desagraddveis, mostrando a potencialidade das mesmas como
deterioradoras dos alimentos do ponto de vista sensorial.

Por outro lado, algumas podem ser usadas para a produgfo de aromas naturais,
como por exemplo, Penicillium griseofulvum que € utilizado para a produgio de aromas de

frutas (Larsen, 1998; Larsen & Frisvad, 1995).

52



4.5 Analise dos compostos volateis

4.5.1 Parametros testados

Em rela¢do & quantidade de amostra para a captura dos compostos volateis, nio foi
observada diferenca utilizando 1,0 e 2,0g, contudo os picos foram menores quando pesado
0,5g da amostra. Este fato pode ser explicado pela saturagio da fibra de SPME pelos
compostos volateis.

Da mesma maneira ocorreu com os testes avaliando a temperatura e tempo de
extracio. Entre 65 e 70°C e 30 e 60 min nio houve diferenca entre os pertis
cromatograficos, ja utilizando 50°C e 15 min, os picos apresentaram-se menores, Desta
maneira foram escolhidos os valores intermediarios, 1g de amostra, 65°C de temperatura e

30min de tempo de extracéo.
4.5.2 Compostos volateis dos fungos no meio de cultura

Paralelamente aos ensaios de andlise sensorial dos cafés inoculados com as espécies
estudadas, foram avaliados os metabdlitos volateis dos fungos no meio de cultura,
utilizando a técnica Headspace’SPME e GC/MS. Os compostos voléteis do meio de cultura
foram também analisados ¢ desconsiderados na avaliagdo final. .

Em rela¢do aos metabdlitos produzidos pelos fungos Penicillium brevicompactum,
Penicillim crustosum e Aspergillus foetidus em agar Czapek Extrato de Levedura, varios
foram os compostos identificados. Os principais foram pertencentes ao grupo dos aldeidos,

cetonas, alcoois e terpenos, como mostra a Tabela 11.
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Tabela 11 - Compostos volateis produzidos pelos fungos em meio de culttura CYA (Agar
Czapek Extrato de Levedura) mantidos a 25°C por 7 dias.

Fungos Grupos Compostos volateis Indice de Kovats
Icalculado Iliteratura
P. Aldeidos | Octanal 1282 1291
brevicompactum 2-octenal 1414 1442
2-hexanal 1080 1088
Decanal 1475 1500
2-butenal 1201 1233
Terpenos | Limoneno 1186 1208
Cetona 2-nonanona 1374 1388
3-nonen 2 ona 1487 !
2-undecanona 1564 !
Cyclohexanona 1326 1282
Alcool 1-heptanol 1430 1453
1-octanol 1521 1558
2-octen 1-ol 1576 1618
Outros 4-metil thiazole 1313 1279
1-deceno 1,2- 965 987
diclorobenzeno
P. crustosum Cetona I-octen 3-ona 1294 1305
2-undecanona 1564 ]
Derivados | l-etil 2, 4, 5- trimetil 1386 '
de benzeno
benzeno 1,1-dimetil propel benzene 1387 :
1-etil 3,1-metil etil 1398 :
benzeno
Pentametil benzene 1470 E
Benzeno metoxi 1341 ‘
Naftaleno
Alcool 1,6-octadien 3-ol 1426 1438
2-bornanol 1568 ]
Outros 2-pentil furano 1227 '
Etil tiglato 1235 ‘
Ciclopentadieno 1521 1
Pentil ciclopropano 1705 1

" Tentativamente identificado
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Tabela 11 - Continuagéo

Fungos Grupos Compostos volateis Indice de Kovats
lcalculado Iliteratura
Aspergillus Aldeidos | 2-heptenal 1321 1349
foetidus 2-octenal 1411 1442
2.4-octadienal 1564 1
2-butenal 1022 1041
Benzaldeido 1511 1525
Cetonas 2-nonanona 1370 1388
3-octen 2-ona 1392 !
2-undecanona 1560 l
Derivados | Benzonitrila 1585 1591
ggnzeno 1,3 bis (1, I-dimetil etil) 1394 '
benzeno
Alcool 2-octen 1-ol 1573 1618
3-nonanol 1613 ]
1-octanol 1521 1558
2-nonen 1-ol 1571 1722
Benzil alcool 1823 1879
Acidos Acido acético 1444 1449
Acido butenébico 1528 !
Acido benzdico 2191 '
2 n-butil furano 908 l
2-pentil furano 1205 !
Fenol 1941 ‘
Outros Dimetilbissulfeto 1029 1078

" Tentativamente identificado

Penicillium brevicompactum destacou-se pela produgio de varios aldeidos, como 2-
octenal, decanal ¢ undecanal caracterizados pelos aromas citricos, frescos e herbal
respectivamente, ¢ cetonas, como 2-nonancna, 3-nonen 2-ona, 2-undecanona
caracterizados pelo aroma frutal. Além disso, outros compostos como 4-metil tiazole, 1-
deceno e 1,2-diclobenzeno, caracterizados pelo aroma agraddvel e limoneno com aroma
citrico, também foram identificados. Bérjesson ef al. (1992) reportaram alta produgdo de
acetona pela mesma espécie em aveia e trigo, bem como 3-pentanona, 2-butanona, 2-
propanol, 2-metil 1-butanol, 2-metilfurano e 3-metilfurano.

Virios compostos derivados de benzeno, apresentando odor doce aromatico, foram
produzidos por Penicillium crustosum, dentre eles 1-ctil 2,4,5-trimetil benzeno; 1,1-dimetil

propil benzeno; 1-etil 3,1 metiletil benzeno e pentametil benzeno. Além destes, foram
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identificados 1-octen 3-ona, com aroma de cogumelo e terra; naftaleno ¢ ciclopentadieno,
ambos com aroma de cénfora; 1,6-octadien 3-ol com aroma floral e pentil ciclopropano
com aroma de éter de petroleo. Segundo estudos que avaliaram a produgdo de volateis por
espécies de Penicillium ssp. (Larsen, 1998 e Larsen & Frisvad, 1995) foi verificado que em
meio Agar extrato de levedura-sacarose (SYES), geosmina, 2-metil-isoborneol,
dimetilbissulfeto e estireno foram produzidos por Penicillium crustosum. De acordo com os
autores, geosmina produziu odor de terra, 2-metil-isoborneol produziu odor de mofo e
dimetilbissulfeto odor de podriddo que, juntamente com o estireno, encobriram os outros
odores produzidos por esta espécie.

Aspergillus foetidus destacou-se pela produgdo de varios compostos, alguns com
caracteristicas sensoriais negativas como 2-butenal (aroma pungente), 1,3 bis (1,1 dimetil
etil) benzeno (odor de vegetal estragado), 2-nonanol (odor de pimenta), icido acético, 2-
pentil furano (odor de terra) e dimetilbissulfeto (odor sulfuroso). Em estudo realizado por
Fiedler et al. (2001) Aspergillus niger, fungo semelhante morfologicamente ao Aspergillus
foetidus, foi capaz de produzir os seguintes compostos em agar Extrato de Malte, 1-octen-
3-ol (odor de terra), 3-octanol (odor de cera, gordura), acetona e 3-octanona (odor herbal).

A Figura 11 apresenta o cromatograma dos compostos volateis de P.

brevicompactum ¢ a comparacgio entre os espectros de massas (composto 3-nonen-2-ona).
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Figura 11 - Perfil HS/SPME-GC/MS de Penicillium brevicompactum em Agar Czapek
Extrato de Levedura (a) e comparagao entre os espectros de massa do composto 3-nonen 2-

ona (b) e (¢).

4.5.3 Compostos volateis do café inoculado com os fungos

.

Quando foram analisados os volateis dos mesmos fungos inoculados no café cru,
houve uma modificacio na composi¢do dos mesmos como mostra a Tabela 12. Os
compostos volateis do café sem inoculagdo foram analisados paralelamente e

desconsiderados na avaliagao final.
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Tabela 12 - Compostos volateis identificados no café cru inoculado com os fungos.

Café cru | Grupos Compostos volateis Indice de Kovats
inoculados com Icalculado Iliteratura
fungos
Penicillium Cetona 3-octanona 1270 l
brevicompactum 2-pentadecanona 2218 !
Alcool 2-metil 1-propanol 1101 1103
1-hexanol 1362 1362
Outros 2,6-bis 1,1-dimetil 4-etil 1957 1
fenol
Myrcene 1184 1158
Penicillium Cetona 2-pentadecanona 1689 '
crustosum 6,10-dimetil 5,9- 1879 ‘
undecadien 2-ona
Alcool 3,7- dimetil 6-octen 1-ol 1778 1786
5-metil 2,1-metil etil 4- 1695 ‘
hexen 1-ol
6-hepten 1-ol 1430 ’
1-hexanol 1362 1362
2- metil 1-propanol 1100 1103
Derivados 1,2,3.4 tetrahidronaftaleno 1645 1
de benzeno
Aspergillus foetidus | Alcool 2-metil 1-propanol 1100 1103
1-octen 3-0l 1459 1465
3-metil 1-butanol 1217 1208

" Tentativamente identificado.

No café inoculado com Penicillium brevicompactum foi detectada a presenca de
cetonas como 3-octanona de odor herbal e 2-pentadecanona caracterizado por apresentar
aroma floral. Este composto pode ser um dos responsaveis pelas caracteristicas positivas da
bebida, detectadas na analise sensorial. Além desses compostos foram identificados
também alcoois como 2-metil 1-propanol e 1-hexanol e outros compostos como 2,6-bis
1,1- dimetil 4-etil phenol e mycene. Este tltimo apresenta odor agradavel, é encontrado em
plantas e utilizado em industria de perfumaria.

No café inoculado com Penicillium crustosum fol detectada a presenca
predominante de alcoois e 1,2,3,4 tetrahidronaftaleno, que apresenta odor de mistura de
benzeno ¢ mentol e também identificado como aguarras.

No café inoculado com Aspergillus foetidus, foi detectada somente a presenca de

58



alcoois como 2-metil 1-propanol, 1-octen 3-ol e 3-metil 1-butanol. O composto l-octen 3-
ol ¢ caracterizado por apresentar odor de terra e mofo.

Borjesson ef al., (1993) estudando compostos produzidos por fungos em meio de
cultura, identificaram volateis de espécies de Aspergillus e Penicillium com odor
desagraddavel em dgar aveia, dentre eles o dimetilbissuifeto e 1-octen 3-ol, 2-
metilisoborneol com odor de terra e a geosmina, 1-metox 3-metilbenzeno e metilfenol com
odor desagradavel.

A presenca dos compostos como 2,4,6-tricloranisol (TCA) e geosmineol (MIB) foi
detectada em café e relatada como responsavel pelo defeito terra ¢ mofo por alguns autores
(Spadone et al., 1990, Cartegiani et al., 2001). Cantergiani ef al., (2001) estudando
compostos volateis de catés do México através da técnica de olfatometria e CG-MS,
identificaram alguns compostos com odor de terra (geosmina, 2-metilisoborneol, 2, 4,6
tricloroanisol ¢ 3 derivados das metoxipirazinas), contudo os autores ndo relacionaram
diretamente os defeitos com a presenca dos fungos, mas sugeriram que a causa do
problema poderia estar relacionado com falhas na secagem dos grios.

Neste trabalho esses compostos ndo foram detectados com os fungos no meio de
cultura e tampouco nos café inoculados. Este fato pode ser explicado pela baixa
concentracdo dos mesmos nestas amostras ¢ que, nas condigfes utilizadas no ensaio nio
foram capazes de serem detectados. Ou pela interferéncia do ruido na linha de base ou pela
ndo absorgdo destes compostos na fibra. Contudo, foi confirmada a presenca do composto
l-octen 3-ol no café inoculado com Aspergillus foetidus, apresentando as mesmas
caracteristicas de odor de mofo e que pode estar relacionado com a avaliagdo final negativa
da bebida. No meio de cultura, 4. foetidus produziu mator nimero de compostos com
caracteristicas sensoriais negativas como: 2-butenal (aroma pungente), benzeno 1,3 bis (1,1
dimetil etil) (odor de vegetal estragado), 2-nonanol (odor de pimenta), 4cido acético, 2-
pentil furano (odor de terra) e dimetilbissulfeto (odor sulfuroso). A presenga do defeito
stinker ocasionado pela fermentagdo excessiva dos grios ¢ que cuja bebida é caracterizada
pelo aroma e sabor ‘“estragado™ e “podre”, ja foi relacionado com o composto

dimetilbissulfeto em estudos realizados por Guyot et al.( 1991).
A alteragio das caracteristicas sensoriais da bebida nas amostras inoculadas com o

fungo pode também ser decorrente ndo somente dos compostos volatets como também dos
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compostos quimicos ndo volateis, que apds o processo de torragdo, sofrem modifica¢Ges
e/ou interacdes quimicas com outros compostos, dando origem aqueles responsaveis pelas

caracteristicas finais da bebida.
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5. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel analisar as diferengas existentes em relacdo a
micobiota dos grdos de café cru de duas diferentes regides do Brasil, bem como compari-la
quanto ao tipo de preparo, natural ou descascado e em relagio aos diferentes tipos grios e
frutos (cereja, boia, varrecio, imaturos, grios secos do terreiro e estocagem),

Amostras submetidas a secagem natural, mantidas em contato com o solo (varre¢io)
e secas no pé (bodia) apresentaram maior infecg@o por fungos e avaliagdo sensorial negativa,
As espécies com maior freqiiéncia de isolamento neste caso foram Aspergillus foetidus,
Aspergillus westerdijkiae ¢ Fusarium spp. Logo, a adogio de boas praticas agricolas como
a ndo permanéncia dos frutos no pé apds atingir o grau de maturidade, evitar o uso de
cerejas € grios que estiveram em contato com o solo € a secagem realizada corretamente
em terreiro dos griios com casca, sdo praticas desejaveis ¢ recomendadas para que ocorra
uma reducio na contaminagdo dos grios por estas espécies.

As observacdes quanto 3 infecgdo fingica encontrados neste trabalho ratificaram
observagdes anteriores de nossa equipe, que havia constatado baixa infecgdo flingica nas
amostras de Minas Gerais ¢ alta infecgdo e diversidade fiingica nas amostras de Piraju/SP.
Nesta regido a alta incidéncia de Penicillium spp., posteriormente identificadas nesse
trabalho como Penicillium brevicompactum e Penicillium crustosum, foi evidente, havendo
a presen¢a dessas mesmas espécies no café cereja. Possivelmente essas espécies fazem
parte da micobiota destes cafés, estando presentes em safras consecutivas nesta regido.

O teste de inoculagiio dos fungos nos grios de café, seguido da avaliagfo sensorial,
apresentou resultados que confirmaram os efeitos que as espécies estudadas podem causar
na qualidade da bebida ¢ foram indicativos de que Aspergillus foetidus ¢ responsavel por
conferir caracteristicas sensoriais negativas a bebida. Pelo contrario, a presenca de
Penicillium brevicompactum nio foi prejudicial & bebida. Varios compostos foram
produzidos e identificados tanto no meio de cultura (2-octenal, decanal, undecanal, 2-
nonanona, 3-nonen 2-ona, 2-undecanona, 4-metil tiazole, 1-deceno, 1,2-diclobenzeno e
limoneno) quanto nos cafés inoculados com esta espécie (1-propanol 2-metil 1-hexanol, 3-
octanona e myrcene). Todos estes compostos apresentaram caracteristicas sensoriais

positivas e nfo alteraram negativamente a qualidade da bebida.
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Apos a confirmagdo de que cafés em contato com o solo € secos no pé apresentaram
maior infecclo fingica por Aspergillus foetidus e que a bebida preparada com cafés
inoculados com esta espécie foi prejudicada sensorialmente, a etapa seguinte foi avaliar
quais compostos seriam 0s responsaveis por conferir estas caracteristicas. Aspergillus
Joetidus no meio de cultura foi capaz de produzir varios compostos com odores
desagradaveis como pentil furano com odor de terra, dimetilbissulfeto com odor sulfuroso ¢
2-butenal com odor pungente e, quando inoculado no café foi detectada a presenca de 1-
octen 3-ol, com odor de mofo. Em bebida preparada com griios imaturos, o aroma
fermentado foi detectado na analise sensorial e houve uma correlagido com a infecgio por
Aspergillus foetidus (40%).

Neste trabalho inicial foi possivel avaliar as alteracdes que algumas espécies
fingicas podem causar no café e na qualidade sensorial da bebida e identificar alguns dos
possiveis compostos volatels responsaveis por conferir estas caracteristicas. Neste aspecto,
o conhecimento da micobiota presente torna-se uma ferramenta bastante 1til e pode ser
uttlizada para prever e/ou completar as informagdes sobre a qualidade final da bebida.

Contudo mais estudos sdo necessarios visto que varias outras espécies fungicas
estdo presentes ¢ o grau de infecgdo pode variar de acordo com as diferentes regides
produtoras do Brasil, além da importincia de se estudar a interagfio das espécies e agéo
desta sobre a produgdo de compostos volateis. Em rela¢do as espécies de Penicillium sp.,
ndo foi comprovada a influéncia benéfica da presenga destas espéeies na qualidade da
bebida ¢ assim mais estudos devem ser realizados. Além disso, uma pesquisa com o
objetivo de verificar a influéncia da temperatura decorrente do processo de torragdo nos
compostos identificados, avaliando se sofrem alguma modificagfio quimica ou se persistem

nos grios, também sdo necessarios.
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