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RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de café mundial contribuindo favoravelmente para o
superavit na balanga comercial nacional. Aumentar a qualidade final da bebida resulta em
aumento do lucro para os produtores, ja que a busca por cafés especiais aumenta a cada dia. O
tipo de processamento pos-colheita afeta as caracteristicas sensoriais da bebida, sobretudo o
processo de fermentagdo impacta diretamente na qualidade da bebida. O objetivo foi avaliar o
processo de fermentacdo do café Bourbon Vermelho por duas leveduras comerciais, S.
cerevisiae FX10 que ressalta caracteristicas do terroir do café e RX60 que contribui para
formacgdo de compostos aromaticos como os frutados. Nesta dissertacdo também se estudaram
as caracteristicas fisico-quimicas da cultivar Bourbon Vermelho produzido na regido do
Cerrado Mineiro em Patos de Minas-MG nas safras de 2019/2020 e 2020/2021, colhidos
mecanicamente, manualmente, utilizados os frutos cereja e frutos cerejas descascados. A
caracterizacao dos frutos nas duas safras detectou diferencas significativas entre os niveis de
umidade, cinzas, proteinas, lipidios e acidez total entre as safras e o tipo de processamento do
café o que corrobora com a literatura disponivel, dado que ela cita que pode haver diferenca
significativa entre os constituintes do fruto, pois estes sao dependentes de fatores ambientais,
nutricionais, método de colheita e processamento. Foi realizado a capacidade fermentativa para
avaliar o comportamento de duas linhagens de Saccharomyces cerevisiae FX10 ¢ RX60
comerciais no meio de casca e polpa de café conseguindo produzir metabolitos como etanol,
glicerol e acidos organicos. Foram realizadas fermentagdes em estado s6lido anaerdbia induzida
(SIAF) utilizando as duas leveduras FX10 e RX60 nos cafés Bourbon vermelho em condigdes
de processos estabelecidos por um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
avaliando a influéncia da temperatura e do tempo nas produgdes de acidos organicos, alcoois e
nas caracteristicas sensoriais da bebida. As analises sensoriais foram realizadas conforme
metodologia Specialty Coffee Association — SCA. Na fermentacdo foram detectados os acidos
citrico, malico, succinico e acético em todos os experimentos. Na avaliacao sensorial todos os
cafés inoculados com as leveduras FX10 e RX60 obtiveram pontuagdes de 82 a 85 pontos, notas
obtidas acima das fermentagdes controle sem o uso de indculos, as quais obtiveram notas entre
80 a 82 pontos, ja os cafés que ndo passaram pelo processo fermentativo estabelecido,
denominado testemunha, obteve 81 pontos no teste de xicara. Os atributos aroma, dogura,
uniformidade e xicara limpa obtiveram pontuagdo méxima caracterizando uma padronizagao
da bebida de café e a auséncia de defeitos. Sendo considerado, portanto, as leveduras FX10 e

RX60 comerciais promissoras para a obtencdo de cafés com qualidade especial.
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cereja descascado.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer and exporter of coffee in the world, contributing favorably to the
surplus in the national balance of trade. Increasing the final quality of the beverage results in
increased profit for producers, as the search for specialty coffees increases every day. The type
of post-harvest processing affects the sensory characteristics of the beverage, especially the
fermentation process directly impacts the quality of the beverage. The objective was to evaluate
the fermentation process of Bourbon Vermelho coffee by two commercial yeasts, S. cerevisiae
FX10, which highlights the characteristics of the coffee terroir and RX60, which contributes to
the formation of aromatic compounds such as fruity ones. This dissertation also studied the
physicochemical characteristics of the cultivar Bourbon Vermelho produced in the Cerrado
Mineiro region in Patos de Minas-MG in the 2019/2020 and 2020/2021 harvests, harvested
mechanically, manually, using cherry fruits and peeled cherry fruits. The characterization of
the fruits in the two harvests detected significant differences between the levels of moisture,
ashes, proteins, lipids and total acidity between the harvests and the type of coffee processing,
which corroborates the available literature, since it mentions that there may be a difference
significant among fruit constituents, as these are dependent on environmental and nutritional
factors, harvesting and processing method. Fermentation capacity was carried out to evaluate
the behavior of two commercial Saccharomyces cerevisiae strains FX10 and RX60 in the coffee
husk and pulp medium, producing metabolites such as ethanol, glycerol, and organic acids.
Induced anaerobic solid-state fermentations (SIAF) were carried out using the two yeasts FX10
and RX60 in red Bourbon coffees under process conditions established by a Central Composite
Rotational Design (DCCR) evaluating the influence of temperature and time on the production
of organic acids, alcohols and in the sensorial characteristics of the drink. Sensory analyzes
were performed according to the Specialty Coffee Association — SCA methodology. During
fermentation, citric, malic, succinic, and acetic acids were detected in all experiments. In the
sensory evaluation, all coffees inoculated with FX10 and RX60 yeasts obtained scores from 82
to 85 points, scores obtained above the control fermentations without the use of inoculum,
which obtained scores between 80 to 82 points, whereas the coffees that did not undergo the
established fermentation process, called control, obtained 81 points in the cup test. The aroma,
sweetness, uniformity, and clean cup attributes obtained the maximum score, characterizing a
standardization of the coffee beverage and the absence of defects. Therefore, the commercial

yeasts FX10 and RX60 are considered promising for obtaining coffees with special quality.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

O consumo de café teve crescimento expressivo ao longo dos ultimos 50 anos, o que
levou o café a ser classificado como a segunda commodity mundial mais negociada em termos
financeiros e essenciais em paises tropicais e subtropicais (RAMIREZ-MARTINEZ et al.,
2013; LEE et al., 2015; HAMMEED et al., 2018; FAO, 2020).

Dentre as commodity agricolas, o café ocupa o quinto lugar nas exportagdes do pais,
logo, a cafeicultura ¢ uma das cadeias mais importantes do agronegocio brasileiro, sendo o pais
conhecido por ser lider na producgdo e exportacao de café, com uma contribui¢dao de mais de 30
% da producao mundial, logo abastece o mercado mundial que aprecia a bebida. (VOLPI et al.,
2019).

O café ¢ uma das bebidas nao alcodlicas de maior consumo mundial sendo reconhecida
por propriedades estimulantes devido ao elevado teor de cafeina e de outros compostos
nutracéuticos importantes, como os acidos clorogénicos e outros polifendis com propriedades
antioxidantes que podem proteger contra diversas doencas, além de possuir um respaldo
farmacologico bem documentado e importante, obtendo uma maior seguranga para o seu
consumo (LOTFIELD et al., 2018; TVERDAL et al., 2020). Segundo a Organizagao
Internacional do Café, a ingestdo mundial da bebida de café atingiu cerca de 10,1 milhdes de
kg em 2019/2020 (ICO., 2020).

Dentre as variedades de espécies de café, duas sao predominantes: Coffea arabica
(arabica) e Coffea canephora (robusta). O café arabica se sobressai por apresentar bebidas mais
finas e requintadas, com suavidade, aromas mais ricos com sabores tradicionais, organicos e
descafeinados (EVANGELISTA et al., 2014a; SEPULVEDA et al., 2016; BOSSO et al., 202 1).
E cultivado em altitudes acima de 800 metros e principalmente nos estados de Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio de Janeiro e em parte do Espirito Santo (MAPA., 2022).

J& o Coffea Canephora ¢ utilizado em cafés solliveis e em blends com o arabica.
Apresenta maior amargor, menor acidez e maior teor de cafeina. E predominante nas lavouras
dos estados Espirito Santo, Ronddnia e em parte da Bahia e de Minas Gerais (MAPA., 2022).

O Brasil ¢ classificado como o quinto maior pais em extensdo geografica e o maior em
terras cultivaveis com condig¢des climaticas favoraveis a producdo agricola. Dentre os fatores
naturais que contribuem para a produgdo agricola estdo a intensidade de luz solar, a
disponibilidade de recursos hidricos, a diversidade de climas, solos € biomas que favorecem a

produgdo de diferentes culturas (DOS SANTOS et al., 2021).



De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA., 2022)
o Brasil possui diferentes condi¢des climaticas que sdo favoraveis para a produgdo de café em
15 regides e isso garante uma variedade de cafés produzidos no pais. Em meio a tantos climas,
altitudes e tipos de solo, os produtores brasileiros de café tém obtido diversos padrdes de
qualidade e aromas (MAPA., 2022)

Segundo Koh et al., 2020 o C. ardbica se desenvolve em temperatura ambiente de 24 a
26°C, contudo, durante o periodo de floracdo, tem se verificado um aumento na temperatura
em torno de 1,2°C nos estados produtores de Minas Gerais, Bahia, e Sao Paulo. Esse estresse
térmico tem sido associado a diminui¢do pluvial uma reducdo de quase 10%. Portanto,
temperaturas altas associadas a falta de chuvas podem inibir tanto a brotagdo inicial das flores
quanto a maturagao dos graos e impactar reduzindo a qualidade dos frutos produzidos.

A produgdo de café arabica possui uma caracteristica vegetativa de bienalidade que
consiste na alternancia de um ano com grande florada seguido por outro com florada menos
intensa. Essa caracteristica natural permite que a planta se recupere para produzir melhor na
safra subsequente. Nos ciclos de bienalidade negativa, os produtores costumam realizar tratos
culturais mais intensos nas lavouras, promovendo algum tipo de manejo como poda,
esqueletamento ou recepas em areas que so entrardo em produgao nos proximos anos (CONAB,
2021).

De acordo com o relatério de acompanhamento da safra de café (CONAB) divulgado
em setembro de 2021, a presenca dos efeitos da bienalidade negativa a safra influenciou a
produgdo do café arabica, que no Brasil corresponde por cerca de 81% da area cultivada,
estimou-se uma producdo de 46.879 mil sacas beneficiadas, representando reducdo de 25,7%
em relagdo ao volume colhido na safra de 2020. Tal redugdo ¢ mais significativa na produgdo
do café ardbica em virtude da bienalidade negativa. Além disso, as condigdes climaticas no
inicio do ciclo foram desfavoraveis, principalmente, com relagao as chuvas, ficando abaixo do
esperado em vdrias regides produtoras (CONAB, 2021).

J& a safra de 2022 ¢ marcada pela bienalidade positiva onde apresenta uma estimativa
inicial de produtividade média nacional de 30,6 scs/ha, indicando um aumento em comparacao
a safra de 2021 de 16,1%. Esse resultado ¢ impulsionado pelo rendimento das lavouras, onde
houve um maior acumulado energético das etapas reprodutivas do ciclo fenoldgico. Porém, as
condig¢des climaticas ainda estdo oscilantes e ndo estdo sendo favoraveis a cultura em algumas
regides produtoras, no aspecto pluviométrico, registrando periodos de estiagem em fases
importantes para o desenvolvimento do fruto, além de incidéncia de geadas nas fases iniciais

do ciclo de maturagdo (CONAB, 2022).



Enquanto o consumo mundial de caf¢ apresenta uma pequena taxa de crescimento anual,
a participacdo no mercado dos cafés especiais cresce em larga escala exportando cerca de 14,9%
no primeiro bimestre de 2021, que corresponde a um milhdo de sacas de 60Kg (CNC, 2021).
Isso ¢ o reflexo do perfil do novo consumidor de café, que reconhece ¢ valoriza a qualidade e
demonstram aceitagdo em pagar por ela, habito do qual os norte-americanos e os europeus sao
os principais entusiastas (BSCA,2021; DOMINGHETTI, 2021).

Os cafés especiais, cuja classificacdo ¢ definida pela Associagdo de Cafés Especiais
(Specialty Coffee Association — SCA), sdo cafés caracterizados por uma alta qualidade sensorial
e auséncia de defeitos, e por isso alcancam altos valores no mercado internacional. Estima-se
que no mercado mundial de caf€, os cafés especiais representem cerca de 50% do valor total
comercializado, embora o volume de producao seja muito menor que a dos cafés commodity
(RAFAEL, 2020).

Segundo Malta et al, (2021) a qualidade da bebida dos cafés especiais esta
intrinsecamente relacionada com a qualidade dos graos, que origina a composi¢ao quimica pela
interacdao genoétipo, ambiente e processamento. Neste contexto a cultivar Bourbon Vermelho ¢
reconhecida mundialmente pelo seu alto potencial em produzir cafés especiais, devido ao seu
sabor adocicado, lembrando avelas, aroma caracteristico e intenso, corpo médio, baixa acidez
e notas de chocolate.

Importante ressaltar que a boa qualidade das novas cultivares ¢ muitas vezes atribuida,
a propria genética da cultivar Bourbon Vermelho, pois ela influenciou direta ou indiretamente
na composi¢ao genética das novas cultivares como Bourbon Amarelo, Mundo Novo, Caturra,
Icatu Vermelho e Amarelo, Catuai Amarelo ¢ Vermelho, Acaia e Acaia Cerrado (MALTA et
al., 2014; PIMENTA., 2020).

Portanto, as tecnologias de melhoramento para a bebida de café podem ser
implementadas em diferentes etapas da producao, desde o plantio até o armazenamento, € o
processo de fermentagdo ¢ uma das etapas que pode garantir uma melhor qualidade e
potencializar as caracteristicas sensoriais da bebida (EVANGELISTA et al, 2014a;
EVANGELISTA et al, 2014b; PEREIRA et al, 2016; LEE et al., 2019; MOTA et al., 2020;
BRESSANI et al., 2021a; BRIOSCHI JUNIOR et al., 2021; ELHALIS et al., 2021; LIU et al.,
2021).

O fruto de café possui umidade elevada e tem em sua composi¢cdo quimica agucares,
acidos organicos, proteinas que proporcionam condi¢des adequadas para o desenvolvimento de
microrganismos. Durante o processo de fermentagdo ocorrem mudangas fisico-quimicas nos

graos com a degradacdo dos agucares, proteinas e outros componentes ¢ a formacdo de



precursores de aromas e sabores (VAAST et al. 2006). Muitas enzimas, acidos organicos,
alcoois e outros metabolitos sdo produzidos e podem interferir no sabor final da bebida
(SCHWAN; SILVA; BATISTA, 2012; SILVA, 2014; TAI; HSIEH; SHEU, 2014; BRESSANI
etal., 2018).

Sabe-se que o fruto de café apresenta uma microbiota natural ou nativa e associada ao
microbioma da fazenda cafeeira pode ocasionar uma fermentagdo ndo controlada e espontanea
fatores que ocorrem diversas vezes de forma empirica e ainda predominam em muitas fazendas
de café¢, o que pode produzir cafés com qualidade baixa, inconsistente e imprevisivel
(ELHALIS et al., 2020; PREGOLINI et al 2021). A auséncia de padronizagao do processo pode
levar a uma fermentacao incompleta ou excessiva. No primeiro caso, a mucilagem do grao nao
¢ totalmente degradada, o que propicia o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis
durante a secagem, como fungos produtores de micotoxinas. E a fermentacao excessiva pode
resultar em graos pretos e/ou ardidos, que sdo considerados um defeito visual, e podem
prejudicar a qualidade sensorial do café devido a producao elevada de acidos acético, butirico
e propionico (LEE et al., 2015; PEREIRA, SOCCOL, SOCCOL, 2016).

Muitas pesquisas t€ém sido desenvolvidas nos ultimos anos com o objetivo de
compreender melhor o processo de fermentagdo do café e definir condigdes adequadas para
obter os cafés de qualidade, que apresentem diversidade e complexidade sensorial. Nestas
pesquisas, mostrou-se como a fermentagao controlada pode ser uma ferramenta 1til na obtengao
de cafés classificados como especiais (SILVA, BATISTA, SCHWAN, 2008; LEE et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2017, CARVALHO NETO et al., 2018; WANG et al., 2020a; WANG et al.,
2020b; BRESSANI et al., 2021b; MARTINEZ et al., 2021; SILVA et al, 2021). E outros
estudos utilizam leveduras isoladas de fermentacdes espontaneas de frutos de café para realizar
as fermentagdes induzidas (EVANGELISTA et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; RIBEIRO et
al., 2017; MARTINS ef al., 2019). Porém a maioria dos microrganismos que sao isolados da
fermentagao natural do café carecem de mais pesquisas para entender o seu comportamento a
fim de melhorar a qualidade sensorial do café (HAILE et al., 2019).

Mesmo com todo desenvolvimento técnico-cientifico observado nas ultimas décadas,
varios fatores relacionados a fermentacdo do café¢ ainda precisam ser melhor estudados e
compreendidos. Dentro da literatura consultada hd uma falta de estudos detalhados sobre
leveduras comerciais para a utilizagdo como culturas iniciadoras potenciais para fermentagao
do café, uma vez que elas sao muito empregadas em queijos, vinhos, cerveja e outros alimentos
e pode ser uma estratégia a ser explorada, pois essas culturas iniciadoras tendem a dominar o

meio fermentativo, inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis que muitas vezes



estdo presentes na microbiota natural do café, contribuindo para uma fermentacio controlada,

previsivel, padronizando o processo de fermentagao.

Neste contexto, justifica-se o desenvolvimento desta pesquisa, que teve como objetivo

avaliar o uso de duas linhagens de leveduras Saccharomyces cerevisiae comerciais que ainda

ndo foram estudadas no processo de fermentagao e seu efeito fermentativo na cultivar Bourbon

Vermelho de forma a estabelecer as melhores condi¢cdes para obtencdo de cafés especiais

diferenciados e complexos.

Os objetivos especificos foram:

Caracterizar o café Bourbon Vermelho na safra de 2019/2020 e 2020/2021.
Avaliar a capacidade fermentativa de duas linhagens de leveduras Saccharomyces
cerevisiae, comerciais, como culturas iniciadoras da fermentacao em meio de café
Bourbon Vermelho.

Avaliar o perfil sensorial de bebidas produzidas a partir dos cafés cereja e cereja
descascado fermentados na fazenda produtora.

Avaliar o efeito do tempo e da temperatura no processo fermentativo com leveduras
comerciais em café cereja descascado.

Avaliar o perfil sensorial de bebidas produzidas a partir dos cafés cereja descascado,
fermentados, em diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura.

Avaliar os acidos organicos, aglcares e alcoois nos cafés cereja descascados
fermentados.



CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Historia do Café

O fruto do café tem sua origem da familia das Rubiaceae, que cresce em regides tropicais
ou subtropicais e esta presente na natureza em mais de sessenta espécies. Sendo considerada a
primeira referéncia ao café, a lenda de Kaldi foi descrita no ano de 575 e descreve que Kaldi
era um pastor de cabras na Etidpia, onde, certo dia, notou em seu rebanho o efeito excitante das
folhas e frutos de determinado arbusto. O pastor, ao provar os frutos, também verificou que
estes tinham propriedades estimulantes. Essa propriedade virou noticia, iniciando o consumo,
pela regido, na sua forma macerada. A partir do consumo do café nessa regido, iniciou-se a
propagacao da planta pelo mundo (VENQUIARUTO, L. D., DALLAGO, 2018).

No século XIV o café foi levado a Europa e ficou conhecido como “vinho da Ardbia”.
A grande aceitagao do novo produto pelos europeus fez com que o plantio de café se expandisse
até chegar por todo mundo. Colonizadores levaram o fruto a Cuba, Guianas, Porto Rico, Sao
Domingos e Suriname (BRAGRANCA, 2021). Pela Guiana Francesa, o café¢ adentrou no
Brasil. Em 1727, o sargento-mor Francisco de Mello Palheta foi enviado pelo governo em
missdo ao pais vizinho, especialmente para conseguir mudas do produto, pois a obtengao das
sementes era proibida aos portugueses. Ele trouxe consigo, escondido, mudas de café para o
estado do Para. Entretanto o fruto ndo se adaptou ao clima quente e umido do referido estado.
Entao o cultivo se disseminou pelo estado do Maranhao, para terras da Bahia, Rio de Janeiro,
Sao Paulo, Parand e Minas Gerais (MOREIRA et al., 2007). A produgdo inicial era, a priori,
apenas para atender o mercado doméstico. Contudo, em pouco tempo o café tornou-se a base
da economia brasileira e no final do século XVIII, o Brasil comegou a exportar sua produgao
(BRAGANCA, 2021).

Atualmente o café ¢ uma commodity que apresenta importante relevancia econdmica em
varios paises subdesenvolvidos (CONAB, 2019). E o Brasil ¢ um grande produtor e exportador
global de café, em 2020, o pais exportou cerca de 43,9 milhdes de sacas de 60 quilos. J& para
os oito primeiros meses de 2021, o Brasil j& exportou cerca de 28,4 milhdes de sacas de 60
quilos de café verde, o que corresponde a um aumento de 8,7% na comparagdo com 0 mesmo

periodo de 2020 (CONAB, 2021).



2.1.1. Evolugao do café no cerrado mineiro

A introducdo do café na regido do cerrado mineiro teve inicio em 1969, apds a
ocorréncia de geadas nas principais regides produtoras do fruto. E até 1970 o Cerrado era
considerado inapropriado para o cultivo, devido a pouca fertilidade natural do solo. Contudo, a
partir da premissa de que a corre¢do e recuperagdo adequada do solo transformaria a regido em
grande produtora do fruto, a area transformou-se em um local predileto para o crescimento das
fronteiras agricolas nacionais (MIZUMOTO et al., 2009).

No intuito de modernizar a cafeicultura brasileira, eliminar os cafeeiros com baixa
produtividade e reorganizar territorialmente a producdo, foi implantado o Plano de Renovacao
e Revigoramento dos Cafezais (PRRC), que promoveu o Cerrado Mineiro como uma das
regides prioritarias para o recebimento dos incentivos e certificacdes (ORTEGA; JESUS, 2009;
ORTEGA; JESUS, 2011b).

Em 2010, a Federagdo dos Cafeicultores do Cerrado Mineiro estruturou o projeto de
gestdo da marca da regido do Cerrado, criando a expressao “Regido do Cerrado Mineiro”, com
o objetivo de atestar sua origem. Em 2014, o Cerrado Mineiro foi a primeira regido do mundo
a emitir um selo de denominagdo de origem para o café verde (semente) e para torrefagdao de
café (CONAB,2021).

O café gerado na regido do Cerrado brasileiro ¢ considerado um dos melhores do mundo
tendo em vista suas condigdes climaticas excepcionalmente favoraveis nesta area geografica.
As estacoes do ano sdao bem definidas e propiciam graos de altissima qualidade
(EVANGELISTA et al., 2002).

No Brasil, a maior producao de café esta concentrada no estado de Minas Gerais, 0
estado ¢ tradicionalmente reconhecido como grande produtor de café. Na ultima safra de 2020,
a cafeicultura mineira registrou um recorde de producao em sua série historica, alcancando mais
de 34,6 milhdes de sacas do grao beneficiado, e esse volume de produgdo representou cerca de
55% da producdo total do pais (CONAB,2021).

J& para o ciclo de 2021, a perspectiva ¢ de redugdo na producdo, devido aos efeitos
fisiologicos da bienalidade negativa, em virtude dos tratos mais intensos realizados nas
lavouras, a fim de recuperar o potencial vegetativo das plantas. Além disso, hd uma diminuigao
da area produtiva que pode influenciar diretamente no resultado da colheita com rendimento
baixo, devido a condi¢des climaticas adversas (CONAB,2021).

O Cerrado apresenta dois tipos de relevo, um plano e outro suavemente ondulado, com

predominancia do solo tipo latossolo, que ocupa quase 46% da extensdo da area total. Tais solos



sdo caracteristicamente profundos, bem drenados, sem impedimento & mecanizagdo, porém,
com baixa fertilidade natural, mas que podem ser corrigidos pelo processo de calagem
(BERNARDI et al., 2003).

A regido do Cerrado apresenta altitudes entre 800 e 1300 metros, com precipitacao anual
entre 600 e 1000 milimetros e temperatura anual média entre 18 e 23°C (BOREM;
FRIEDLANDER, 2009). No periodo da colheita, a regido apresenta um clima seco e baixa
pluviosidade, o que favorece para que o café sofra em menor significancia com a umidade apos
colheita. Estas condi¢des também resultam em menor risco de ocorréncia de fermentacao
indesejada causada por fungos no café colhido e espalhado em terreirdes.

A temperatura mais amena permite que o processo de maturacao do grao seja por um
periodo mais longo e uniforme (EVANGELISTA et al., 2002; BSCA, 2021). Entretanto, por se
tratar de uma area mais seca, faz-se necessaria a utilizacao de técnicas avangadas de irrigagao
0 que permite a expansdo da area de cultivo e uma maior produgio (BOREM; FRIDLANDER,
2009).

Os cafés produzidos pela regido sdo caracterizados pelo sabor doce com notas de
chocolate; aroma intenso, caramelo e nozes; acidez delicada, moderada e citrica; encorpado e
com finalizagao de longa duragao (BOREM; FRIEDLANDER, 2009; BSCA, 2021).

Vale destacar que a regido do Cerrado Mineiro se caracteriza pelo uso expressivo de
tecnologia de ponta no plantio, nos tratos culturais e na colheita do café. A colheita ¢
majoritariamente mecanizada, com grande percentual de areas irrigadas nos municipios que
integram a regido. De modo geral, estima-se que 20% das lavouras estejam com bom aspecto
vegetativo e bem nutridas o que favorece para uma boa producao cafeeira. (BSCA, 2021).

Dentre os municipios que compdem a regido do cerrado mineiro, destacam-se as cidades
de Patrocinio, Monte Carmelo, Araguari, Patos de Minas, Campos Altos, Unai, Serra do Salitre,
Sdo Gotardo, Araxa e Carmo do Paranaiba como principais produtoras do fruto

(UCOFFEE,2020).
2.1.2. Café

O café ¢ do género Coffea, que inclui mais de 103 espécies de arvores e arbustos
tropicais. O cafeeiro € cultivado comercialmente em toda a regido geografica entre as latitudes
30 ° N e 30 ° S, conhecidas como o "cinturdo do café" (PEREIRA et al., 2019). As espécies
mais utilizadas sdo Coffea arabica (arébica) e C. canephora (robusta) (HAMDOUCHE, et al.,

2016). Essas duas espécies possuem maior valor de mercado a nivel mundial, sendo que dentre



a diversidade das espécies o Coffea arabica (arabica) corresponde a 75% da produg¢do mundial
e ¢ responsavel pela maior parte das bebidas consumidas mundialmente (ESQUIVEL;
JIMENEZ, 2012; SAKIYAMA; FERRAO, 2015).

A cultivar Bourbon ¢ considerada nacionalmente como a que possui maior potencial
para producdo de cafés especiais. Apresenta caracteristicas sensoriais diferenciadas, como
elevada dogura, sabor achocolatado, aroma intenso e agradavel. Essas caracteristicas intrinsecas
estdo relacionadas ao seu potencial genético para produzir cafés de excelente qualidade
(KITBERGER et al., 2011; FERREIRA et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2013; MALTA et
al.,2021; OSSANI et al., 2021).

O fruto do café consiste em uma casca externa lisa ou exocarpo que € verde nos estagios
iniciais do fruto e, a medida que o fruto amadurece, vai se tornando vermelho-violeta, vermelho
profundo (amarelo ou laranja dependendo da variedade especifica). Quando maduro o fruto ¢
denominado de cereja. O exocarpo ¢ uma camada monocelular protegida por uma substancia
cerosa, confere resisténcia externa e recobre o mesocarpo uma polpa carnuda e fibrosa. Abaixo
do mesocarpo encontra-se a mucilagem que ¢ doce translucida, incolor, fina, viscosa e
altamente imida, rica em carboidratos (glicose, frutose e pectina), proteina, gordura, minerais
lipideos e quantidade consideravel de taninos, polifenois (JANISSEN; HUYNH., 2018;
MURTHY; NAIDU.,2012).

Sob a mucilagem encontra-se o endocarpo, também chamado de pergaminho, uma
camada fina de polissacarideo, de cor amarelada, quebradico, parecido com papel, € composto
principalmente de alfa-celulose, hemicelulose, lignina e cinzas (ESQUIVEL et al., 2012). O
endocarpo recobre a pelicula prateada e o endosperma que ¢ a semente do café. A pelicula
prateada ou tegumento cobre cada hemisfério da semente de café e ¢ composta
predominantemente por polissacarideos, celulose, hemicelulose, monossacarideos, proteinas,
polifendis. (FARAH et al., 2014). A composi¢ao quimica das sementes ¢ extremamente
complexa, incluindo mais de mil substancias com diferentes propriedades quimicas, dentre elas
estdo carboidratos insoluveis (celulose e hemicelulose) cafeina, lipidios, acidos clorogénicos e
compostos nitrogenados (FADAI et al., 2017; POISSON et al, 2017). Na Figura 1 ¢

apresentada a morfologia do fruto de café.
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Figura 1.Morfologia do fruto de café.

¢ Fruto Inteiro

¢ Exocarpo /Casca
¢ Mesocarpo / Polpa

. ¢ Mucilagem

¢ Endocarpo / Pergaminho

..: Pelicula Prateada / Semente /

"Grio Verde"

Fonte: Autor, (2021)

2.1.2.1.Processamento do café

O café é comercializado internacionalmente como café verde, coberto ou ndo com a
pelicula prateada. Ele ¢ obtido através do processamento seco, umido ou semisseco. Embora
todos esses métodos visem a remocgao da polpa/mucilagem e a diminuicao do teor de umidade
do fruto cereja do café, eles o fazem de maneiras diferentes (ESQUIVEL ez al., 2012). A Figura

2 ilustra as etapas de cada um dos tipos de processamento.



11

Figura 2. Fluxograma do processamento pos-colheita do café.

Fruto do café
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/despolpamento
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Gréao de café seco (café verde)

Grao de café torrado

Processamento via imida orra

~  Processamento via semisseca

- # T
= Processamento via seca "

Fonte: Adaptado Pereira et al (2019).

As etapas de processamento do café, comegam ainda na plantagdo pois preconiza-se a
colheita de frutos maduros.

Ap6s a colheita, os frutos sdo separados das impurezas (gravetos, carocos e folhas),
posteriormente lavados no lavador, onde passam também por uma separacdo hidraulica. Nesta
separacdo, os frutos verde e cereja, que tém maior densidade, afundam no lavador, e os frutos
que ja passaram do estagio de maturagdo, chamados de “bdia”, sdo menos densos e flutuam na
superficie do tanque. Apos esta etapa, o café pode ser processado seguindo a via seca, via umida

ou via semisseca, como apresentado na Figura 2.
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O processamento seco também chamado de “natural”, ¢ o método mais antigo e simples
de processamento do café. O fruto que passou pelo lavador é encaminhado para o terreiro (de
terra, suspensos, de concreto ou de asfalto), onde ¢é revolvido diariamente para que seque
uniformemente, o processo de fermentagdo ocorre de maneira simultdnea com a secagem, pois
a umidade elevada e a composi¢ao quimica do fruto favorecem a uma fermenta¢do microbiana
natural, quando enzimas s3o secretadas pela microbiota do fruto, consumindo a polpa ¢ a
mucilagem. Esse processo permanece até o grao atingir de 11-12% de umidade, duracdo em
torno de 20 a 25 dias no terreiro. Os frutos inteiros do café sdo espalhados em camadas de
aproximadamente 3 cm de espessura, € amontoados a noite. (SCHWAN e WHEALS., 2003;
SILVA et al., 2008).

No processamento Umido, a casca ¢ removida mecanicamente € os graos podem ser
submetidos a dois processos, fermentagdo submersa que ocorre em tanques com a presenca de
agua até recobrir os graos, ou em estado so6lido, onde os grdos sdo submetidos a uma
fermentagdo na auséncia ou pouquissima quantidade de dgua (TANG et al., 2021). Os graos
sdo entdo secos ao sol até atingirem 10-12% de umidade, duracdo média de 15 a 20 dias. Este
processo diminui o tempo € a drea necessaria para a secagem. No entanto, a necessidade de
equipamentos especificos e quantidades substanciais de agua acarreta custos adicionais para o
processo (BARTHOLO, GUIMARAES,1997). Este processo originou-se quando o café arabica
passou a ser cultivado em regides tropicais, como Colémbia, América Central e Havai. Nestes
paises, as chuvas abundantes e as temperaturas amenas causavam uma fermentagao indesejavel.
A maneira mais pratica de evitar essa fermentagao prejudicial era remover o tecido mesocarpo
(rico em agucares ¢ umidade) e submeter os frutos despolpados a um processo em tanque
submerso para atingir a fermentagdo desejavel (BRANDO, 1999).

O processamento semisseco, também denominado método cereja descascado, apresenta
etapas tanto do método via seca quanto via imida. Esse processo comegou a ser usado no Brasil
no inicio dos anos 90 (DUARTE et a/.,2010; VILELA ef al.,2010). Os frutos do café sdo
descascados e a mucilagem remanescente que ainda permanece aderida ao pergaminho sdo
transferidos para o terreiro onde a secagem ocorre simultaneamente com a fermentagao natural.
O objetivo do processo semisseco ¢ ir um passo além do processo de secagem e separar
mecanicamente as cerejas verdes das maduras para tratd-las separadamente e melhorar a
qualidade do café (BRANDO,2010). Apos a secagem, os graos sao armazenados em sacos de
juta, onde aguardam de 20 a 30 dias para serem descascados, remog¢ao do pergaminho. Esta
etapa transforma o cereja descascado em café verde / café verde cru (HAILE, KANG., 2019b;
PEREIRA et al., 2019).
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2.2.Qualidade das bebidas dos cafés

A qualidade da bebida do café ¢ bastante complexa e ¢ influenciada por parametros
fisicos, quimicos e sensoriais. A ocorréncia de uma sucessdo complexa de transformagdes
durante o processamento do grdo verde, que ¢ quando o grdo apds a secagem tem o seu
pergaminho removido e o café entdo seguem para o processo de torra que inevitavelmente
promove grandes impactos na qualidade da bebida (WATERS et al 2015; PIMENTA, 2020).

A construgdo dos atributos sensoriais da bebida do café ¢ influenciada pela constituigao
do fruto, o qual esta intimamente relacionado por fatores genéticos, ambientais, tratos agricolas,
a variedade, temperatura, fermentagdo. Esses aspectos fisico-quimicos irdo se unir ao processo
de amadurecimento do fruto cereja. Essa estrutura complexa se expande conforme o
processamento pds-colheita do fruto, a secagem, o armazenamento e o processo de torra que
ird influenciar no tipo de bebida que se quer obter na xicara (SILVA et al, 2005;
SUNARHARUM et al., 2014; PIMENTA., 2020).

A Instru¢do Normativa n°8 do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento ¢
que define a Classificacao Oficial Brasileira (COB) os parametros utilizados para o sistema de
classificacao oficial se baseiam no formato do grao (moca e chato), tamanho (peneira 16 acima),
cor do grao (verde - azulado), nimero de defeitos, aparéncia da torra (clara, média e escura) e
qualidade na prova de xicara que ¢ a forma de classificar os cafés arabicas em relacao ao sabor
e aroma de acordo com a qualidade observada na analise sensorial. A classificagao divide os
cafés em 7 subgrupos: estritamente mole, mole, apenas mole, duro, riado, rio e rio zona
(BRASIL, 2003).

Na década de 80 surgiu o termo “café especial” dado pela Specialty Coffee Association
(SCA) que tem o objetivo comum de discutir questdes sobre qualidade e padrdes para o
comércio de cafés especiais. Atualmente, o SCA tem padrdes para dgua, semente de café,
torrefacdo, preparo do café e a prova de xicara (SCA, 2021).

Segundo a classificagdo pelo método SCA, para um lote de café ser considerado
especial, ele deve atender a trés requisitos em trés tipos de verificacdes, sendo duas de natureza
fisica e uma de natureza sensorial. As classificacdes fisicas sdo feitas na amostra de grao verde
(defeitos) e torrado (graos Quackers) (SCA, 2021). Na Tabela 1, estdo classificados os defeitos
extrinsecos que se referem a presenga de objetos fora do padrdo no grdo verde de café
beneficiado e a Tabela 2 estdo classificados os defeitos intrinsecos que sdo os de causa genética,
fisiologica, ou decorrente de falhas nos processos agricolas, tais como: nutricdo, pragas,

doengas, secas, geadas, colheita e preparo, ou ainda que podem ocorrer apds a retirada dos
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frutos da lavoura durante o processo de descascamento, secagem, armazenamento e
beneficiamento (SCA, 2021).

Tabela 1.Equivaléncia de defeitos de SCA para grio verde — categoria 1
Equivaléncia (para 1

Tipo de defeito defeito)
Preto (totalmente) 1
Ardido (totalmente) 1
Coco (marinheiro) 1
Atacado por fungos 1
Paus, pedras e outras
impurezas 1
Grao brocado 5

Fonte: adaptado SCA, 2020.

Tabela 2.Equivaléncia de defeitos de SCA para o grao verde — categoria 2

Tipo de defeito qug\%:}f(r)l)ma (para 1

Preto (parcialmente) 3
Ardido (parcialmente)
Pergaminho
Mofado
Imaturo
Malformado
Concha
Quebrado, Cortado

Casca

L W L W W W D

Grao Brocado 10

Fonte: adaptado SCA, 2020.

A torra € o processo responsavel por grande parte dos aromas e sabores percebidos na
bebida do café, seu ponto ¢ determinado por meio do sistema Agtron ou por instrumento similar
de deteccdo eletronica de cores. Uma torra correta ¢ essencial para que o degustador possa
identificar o potencial de qualidade de cada café. A torra média ¢ o ponto mais utilizado para
avaliacdo de cafés especiais, pois obtém-se o potencial maximo de dogura e corpo de um café

(ABIC, 2021). Na Tabela 3 estdo os perfis de torra com a caracteriza¢do da bebida.
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Tabela 3.Perfis de torra, classificacdo e caracterizacdo da bebida de café.

Torra Disco Agtron Classificagao Caracterizagao
n Muito escura Bebida muito escura com
Nao acentuado sabor de queimado pela
Recomendavel carbonizacgao dos graos. Perda de
n Escura corpo e acidez.
Moderadamente  Corpo enfatizado e acidez leve e
Escura
Escura amargor acentuado
‘ Equilibrio entre corpo e acidez.
Meédia
Aromas acentuados e profundos
Meédia Clara
Moderadamente  Acidez enfatizada, pouco corpo e
Clara 15 )
Clara suavidade de aromas
Nao Pouca acidez e corpo. Leve gosto
Recomendavel de graos verdes (adstringente)
ﬂ Muito Clara

Fonte: adaptado ABIC, 2021.

De acordo com a correlagao entre SCA e Classificagdo Oficial Brasileira (COB), os
cafés podem ser classificados como bebidas moles, o que corresponde a bebidas de sabor suave,
agradavel, adocicadas, sem qualquer adstringéncia ou aspereza. Ja a bebida estritamente mole
possui atributos semelhante a bebida mole, porém com todos os atributos de forma mais
acentuada sabor suavissimo e adocicado. As bebidas apenas mole sdo caracterizadas com leve

adstringéncia ou aspereza no paladar, possuem baixa dogura e suavidade. As bebidas duras
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possuem sabor adstringente e gosto aspero. A bebida riada possui leve gosto de iodoférmio ou
acido fénico. A bebida rio apresenta sabor e cheiro forte e desagradavel de iodoférmio e por
fim a bebida rio zona apresenta sabor e odor intolerantes ao paladar e ao olfato (BRASIL, 2003;
SCA, 2019; PIMENTA, 2020).

A SCA estabeleceu uma completa e consistente codificacdo para a defini¢do e avaliagio
de café, introduzindo a chamada avalia¢do objetiva, que quantifica a qualidade do café através
de uma escala que vai de zero a cem pontos. Essa qualidade codificada em nimeros, caracteriza
a bebida em relagdo a dez atributos, pontuados de 0 a 10: acidez, aroma, sabor, corpo, dogura,
balanco, uniformidade, finalizagdo, xicara limpa e qualidade geral. A soma das pontuacdes de
cada atributo constitui a nota final do café em avaliacdo. De acordo com a pontuacdo final
obtida, o café ¢ classificado em especial ou ndo especial, como no Quadro 1 (CARDOSO et al.,
2021; PIMENTA., 2020).

Quadro 1.Classificacao da bebida do café pelo método SCA

Pontuagao total Descri¢ao do café Classificagao
90-100 Excepcional
85-89,99 Excelente Especial
80-84,99 Muito Bom
<80 Abaixo da qualidade Specialty Nao especial

Fonte: adaptado de SCA, 2021

De acordo com SCA os grupos de aromas e sabores representados na Figura 3 e 4, sdo
divididos em quatro grupos principais que consideram a sua natureza e velocidade de ataque
(volatilidade) (SCA, 2020):

L. ENZIMATICOS: aromas com notas mais volateis, oriundas de processos
enzimaticos e fermentativos que podem ocorrer durante o processo de maturagdo na planta ou
imediatamente antes da secagem dos graos.

II. CARAMELIZACAO DO ACUCAR: aromas com notas de volatilidade média,
obtidos durante o processo de torra do café.

III.  DESTILACAO SECA: aromas com notas de menor volatilidade, decorrentes do
processo de torra do café em sua fase de pirdlise.

Iv. DEFEITOS: aromas com notas de ampla gama de volatilidade que ocorrem por

contaminagdes ou processos fermentativos indesejaveis.
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Figura 3.Roda do sabor e aroma

LY ENZIMATICOS

¥ | o CARAMELIZAGAO DE
ACUCARES

DESTILACAO SECA

Fonte: adaptado SCA,2020
Figura 4.Defeitos e alteragdes de aroma e sabor.
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Fonte: adaptado SCA,2020.



18

2.3.Fermentaciao do café

A fermentagdo ¢ um processo natural utilizado pela humanidade hd milhares de anos
com o propodsito fundamental de produzir bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas, e outros
alimentos. E a parte da tecnologia de alimento mais antiga, ¢ uma das mais importantes pois
desempenha um papel consideravel ao melhorar a vida util e a seguranca de varios alimentos.
Os processos de fermentacdo foram realizados espontaneamente antes mesmo de se
compreender o processo bioquimico envolvido. Muitos outros produtos industriais importantes
sdo o resultado da fermenta¢do como: vinho, cerveja, queijo, pao, café (MAICAS et al., 2020;
RUTA et al., 2021).

Os microrganismos do café¢ estdo naturalmente presentes nos graos utilizam os
compostos da mucilagem, que sdo ricos em agucares, como nutrientes. Como este processo
ocorre com a participagdo de microrganismos e enzimas, ¢ denominado de fermentag¢do. Por
muitos anos, esta etapa microbiologica foi negligenciada, por se acreditar que essa fermentagao
nao era benéfica para a bebida (LOUZADA et al., 2021)

O primeiro estudo foi relatado por Krug em 1940, que observou a incidéncia dos
microrganismos correlacionados com a perda de qualidade do café, onde o autor identificou um
micélio de Fusarium nos graos (KRUG., 1940).

As fermentagdes ja se iniciam no fruto do café desde o seu amadurecimento ainda na
planta, até a ultima etapa do processo de secagem e podem ser favoraveis ou desfavoraveis a
qualidade sensorial e da seguranga da bebida final (BATISTA et al., 2016).

Neste processo, 0os microrganismos produzem enzimas como as poligalacturonase e as
pectina-liases, necessarias para despolimerizar e hidrolisar a pectina presente na mucilagem ao
redor do grio (AGATA E BHAT 1966; MASOUD E JESPERSEN 2006).

A remocao da mucilagem pelos microrganismos facilita a secagem do grao e produz
metabolitos que se difundem para o interior do grdo de café e reagem com substincias
responsaveis pelo sabor da bebida final (SILVA et al., 2013).

Ao longo da fermentagdo, que a microbiota do café metaboliza os aglicares, proteinas e
produzem seus compostos, tais como: alcoois, ésteres, acidos organicos, particularmente o
acido acético, latico, butirico. Estes compostos produzidos durante a etapa de fermentacdo
difundem para o interior do grdo e contribuem de forma significativa nas caracteristicas
sensoriais da bebida (SILVA., 2015; PEREIRA et al., 2016).

Os diversos tipos de fermentag¢do ocorrem ininterruptamente, passando de desejaveis a

indesejaveis, e sdo favorecidos por condi¢des de anaerobiose, enquanto houver umidade no
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meio. O fruto que foi recém-colhido, associado a elevadas temperaturas, acelera esse processo
de fermentacdo. Logo, a primeira etapa que acontece € o processo de fermentagdo alcoolica ou
latica, benéfica para o grdo, podendo ocorrer naturalmente ou induzida. Nesta etapa,
desenvolve-se um aroma caracteristico de alcool etilico, conferindo um sabor acido que ¢
caracteristico do produto final, concedendo atributos de melhor qualidade a bebida
(PIMENTA., 2020).

Se a fermentagdo nao € interrompida ou cessada, inicia-se a fermentagdo acética, na qual
sdo produzidos metabolitos prejudiciais a qualidade sensorial do produto, caracterizado pelo
odor de vinagre. Ja a fermentacao butirica quase sempre estd associada ao manejo inadequado
dos frutos pds-colheita, como amontoamento dos frutos, armazenados durante muito tempo nos
sacos depois de colhidos na lavoura, condi¢gdes climdticas periodo muito quente e tmido
durante a colheita, falta de condi¢des higiénico-sanitarias dos equipamentos, tempo de espera
longo para o beneficiamento. E caracterizada pelo odor desagradavel de rango e ¢ um dos
principais fatores de deterioracdo do café e, portanto, oferece uma pior qualidade da bebida
(CORTEZ, 1993).

A fermentacdao que origina o acido propionico ocorre quando com o fruto passa, nos
locais de clima quente e imido no periodo de maturagdo e colheita, ainda possuem umidade
suficiente para prosseguir sua atividade fermentativa, obtendo um gosto de cebola em fungao
do écido propidnico desenvolvido (AMORIN, AMORIN, 1977).

O processo de fermentacao pode ser obtido de duas maneiras: a fermentacao submersa
e a fermentagdo seca. A fermentagdo submersa ocorre com adicdo de agua em tanques de
fermentagdo ¢ a fermentagdo seca ocorre na auséncia ou quase auséncia de agua, onde o
crescimento microbiano e a formacao de produtos ocorrem na superficie de substratos solidos
(BRANDO, BRANDO, 2015).

Em cada tipo de processamento do caf¢ existe uma correlagdo entre fermentagao,
microrganismos inoculados e a variedade do cultivar do café (SILVA et al., 2013). A jungado
desses fatores resulta em uma qualidade de café distinta, com caracteristica sensorial Unica.
Portanto, o processo de fermentagado ¢ realizado com o intuito de ter um aumento na qualidade
sensorial da bebida, principalmente quando se utiliza as culturas iniciadoras (EVANGELISTA
et al 2014).

A microbiota do café ¢ complexa e diversificada, por isso, encontra-se muitas espécies
diferentes nas diferentes partes do fruto. E o que acontece na casca, na polpa e na semente.
Dentre as pesquisas realizadas nos ultimos anos sobre a microbiota do café, poucas

correlacionam o efeito desses microrganismos a qualidade da bebida (CARDOSO et al., 2020).
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Geralmente, nas etapas iniciais do processo fermentativo, a populagdo de bactérias se
encontra em niumero mais elevado do que as leveduras, independentemente se a via ¢ umida ou
seca. Os géneros bacterianos frequentemente encontrado sdo: Lactobacillus, Bacillus,
Arthrobacter, Aeromonas, Acinetobacter, Klebsiella, Weissella, Pseudomonas, Enterobacter,
Escherichia, Microbacterium, e Leuconostoc (SILVA et al., 2000; SILVA et al., 2008;
VELMOUROUGANE et al., 2008; VILELA et al., 2010; EVANGELISTA et al., 2014a).
Muitas dessas espécies bacterianas sdao reconhecidas como microrganismos pectinoliticos
(SILVA et al. 2008).

As leveduras sdo o segundo grupo mais encontrado e tendem a se elevar no decorrer do
processo chegando a alcancar concentragdes maiores do que a populacao bacteriana no final do
processo. Os géneros de leveduras frequentemente encontrados sdao Saccharomyces,
Torulospora, Pichia, Candida, Rhodotorula, Hanseniaspora e Kluyveromyces (SCHWAN;
WHEALS, 2003; SILVA, 2014).

Ribeiro et al. (2017) constataram que a levedura Saccharomyces cerevisiae CCMA
0200 (antiga UFLA CAI11- isolado da cana-de-agucar) e S. cerevisiae CCMA 0543 (antiga
UFLA YCN 727- isolada durante a fermentacdo semisseca do café) na concentragdo de 10°
c€lulas/g apresentaram maior persisténcia ao longo do processo fermentativo e proporcionou
uma composi¢ao bioquimica favoravel no grao de café e na bebida. Sendo assim, a levedura
pode ser inoculada no processo de fermentagao do café, de forma a acelerar o processo pelo
consumo mais rapido da mucilagem, e melhorar a qualidade sensorial da bebida através da
metabolizacao dos compostos gerados pela fermentagao.

Os fungos filamentosos, por estarem em pequena quantidade, ndo participam do
processo de fermentac¢do. As espécies de maior ocorréncia sdo Aspergillus sp, A. versicolor,
Cladosporium cladosporioides e P. decumbens. Algumas espécies estdo associadas a boa
qualidade do café, como C. cladosporioides (VILELA et al., 2010), enquanto outras depreciam
a qualidade sensorial (Fusarium e Penicillium) e sanitaria (4Aspergillus ochraceus). Os fungos
filamentosos podem aparecer durante a secagem e ainda aumentar durante o armazenamento.
Atrasos no processo de secagem e na fermentacdo podem permitir o crescimento de A.
ochraceus e a produ¢do de ocratoxina em niveis acima de 2 ppb, o que seria prejudicial a
qualidade da bebida, tendo comprometimento sanitdrio da mesma (VELMOUROUGANE., et
al 2011; CARDOSO et al, 2020).
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2.4.Fermentacio induzida ou controlada

Sabe-se que existe uma fermentacao natural no grao pelos seus proprios microrganismos
endogenos e que esta ocorre de forma descontrolada e empirica, sem identificagdo dos
microrganismos presentes e sem conhecimento dos produtos finais gerados. Por esses motivos
¢ que foi desenvolvido através da aplicacdo de técnicas biotecnologicas a fermentacao induzida
ou controlada. Nesta forma de fermentacdo, ocorre a adigdo de uma cultura iniciadora, que sao
selecionadas em grande concentracio celular, preferencialmente acima de 10°, no pés-colheita
para sobressair aos microrganismos naturalmente presentes no meio de café¢ suprimindo o
crescimento de microrganismos deteriorantes, com a finalidade de produzir cafés
sensorialmente diferenciados, controlando os parametros temperatura, pH e meio,
proporcionando assim uma melhor garantia e qualidade do processo de padronizagao da bebida
de café (CARDOSO et al., 2020; PREGOLINI et al., 2021).

O uso de culturas iniciadoras ¢ uma pratica cada vez mais comum e tem mostrado
resultados positivos para varios tipos de alimentos fermentados como - vinho (SUN et al,
2014); queijo (GALLI et al.,2016); cacau (VISINTIN et al., 2017).

O uso de leveduras na fermentacdo do café tem sido amplamente estudado
(EVANGELISTA et al., 2014a, 2014b). As leveduras no processo de fermentagcdo atuam de
acordo com o que esta disponivel no fruto, portanto s6 podem revelar ou aprimorar certos
componentes aromaticos devido aos seus diferentes processos metabolicos, obtendo como
resultado cafés especiais (SILVA et al., 2013).

A Saccharomyces sp. t€ém sido utilizadas devido a sua capacidade de produzir
compostos aromaticos durante o processo de fermentacdio (OLANIRAN et al., 2017;
CANONICO et al., 2020).

A levedura Sacharomyces cerevisiae ¢ bastante conhecida por possuir alto poder
fermentativo e caracteristicas tecnoldgicas que permitem a obtengdo de produtos de qualidade
uniforme, padronizagao e suportam condigdes adversas estabelecidas pelo meio. Tais condi¢des
abrangem altos niveis de etanol e dcidos organicos, baixos valores de pH, escassez de oxigénio,
alta temperatura e esgotamento de certos nutrientes e também por melhorar a qualidade
sensorial do café, contribuindo para o aroma frutado do café apds a torra (GODDARD, 2008;
SILVA etal., 2013; EVANGELISTA et al.,2014a, 2014b; RIBEIRO et al.,2017a; MARTINEZ
et al., 2017; BRESSANI et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020; FILETE et al., 2020.,
CARDOSO et al., 2020, WANG et al., 2020).
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Além disso, S. cerevisiae foi relatada como levedura produtoras de toxinas “assassinas”,
ou seja, ela destrdi leveduras que competem com ela no mesmo meio, porém nao prejudica o
individuo (BRANCO et al., 2014; SANTOS et al., 2000). Ademais, previne o crescimento de
microrganismos indesejaveis, por exemplo, o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes que produzem ocratoxina (MASSAWE; LIFA, 2010).

Para que a fermentacdo controlada ou induzida seja bem-sucedida, além da escolha do
in6culo, alguns outros parametros devem ser monitorados como: o pH e a temperatura (SILVA
et al.,2013; MARTINEZ et al., 2019).

Lee et al, (2015) relatam que a medi¢dao do pH ¢ um potencial indicador e confidvel para
avaliar o progresso e o ponto final da fermentacdo. Os autores relataram que por uma
diminui¢do do pH na massa de fermentacao de 5,5 - 4 permaneceu em inimeras repetigcoes e de
tamanhos de lote de seus experimentos. O declinio do pH durante a fermentagao do café ¢
atribuido essencialmente a degradacdo de substincias organicas complexas, no caso da
mucilagem, em acgucares mais simples, que, por acdo dos microrganismos, produzem
compostos acidos a massa de café em fermentagao (VELMOUROUGANE, 2012).

Posteriormente, em um estudo separado, foi avaliado os impactos do ponto final de pH
na qualidade do aroma do café, avaliando a interrupcao dos lotes de fermentacao em diferentes
valores de pH de 4,6; 4,3 ¢ 3,9. Com base nos resultados de degustacao dos respectivos lotes,
concluiu-se que um pH final muito baixo, pH 3,9, corresponde a uma diminui¢ao na qualidade
da degustacao e isso foi atribuido a fermentagao descontrolada (JACKELS et al., 2005).

Um aumento na temperatura da massa no processo de fermentagdo foi registrado tanto
no café arabica (24°C-29°C) quanto no café robusta (25,3°C-25,8°C) (VELMOUROUGANE,
2012). Em geral, as temperaturas de fermentacdo foram mantidas em 1°C a 4°C de diferenca.
Variacdes de temperatura de até 6°C ou mais podem caracterizar um caso de fermentacdo
excessiva ou ‘“descontrolada”. Observagdes semelhantes sobre o aumento da temperatura
durante a fermentagao do café¢ foram relatadas anteriormente em que o aumento ¢ atribuido ao
processo de degradacdo e reacdo exotérmica durante processo de fermentagdo (WILBAUX,
1963; ROTHFOS, 1985).

Na literatura os primeiros estudos com culturas iniciadoras foram realizados por Agate
e Bhat, (1966) onde os autores demonstraram que a inoculagdo de um mix de trés
Saccharomyces (S. marxianus, S. bayanus, S. cerevisiae var. elipsoideus) auxiliou no processo
de degradagdo da mucilagem.

Avallone et al. (2002) estudaram os aspectos fisico-quimicos e microbianos da

fermentacdo inoculada por diferentes cepas de microrganismos pectoliticos isolados de um
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processo espontaneo (Lactobacillus brevis 1.166, Erwinia herbicola C26, B. subtilis C12,
Kluyveromyces fragilis K211). Os autores também observaram que 0s microrganismos
poderiam limitar o desenvolvimento de sabor estranho e padronizar a qualidade final da bebida
do café e sugeriram que ao utilizar bactérias lacticas a fermentagdo ficaria mais proéxima ao
natural.

Massawe e Lifa,. (2010) utilizaram cepas de levedura de Pichia anomala e P. kluyveri,
bactérias acido lacticas como Leuconostoc, Weissella sp., Homofermentativo Lactobacillus
spp., Heterofermentativo Lactobacillus spp. € Enterococcus. As cepas foram utilizadas como
culturas iniciais com a finalidade de inibir a produgdo de ocratoxina Aspergillus ochraceus. O
resultado foi que duas espécies de levedura em combinacao com cepas selecionadas de bactérias
de 4cido lactico podem ser usadas como agentes de biocontrole contra 4. ochraceus.

Mais recentemente, o uso de cepas de Candida parapsilosis, S. cerevisiae e P.
fermentans tem sido utilizadas para promover o desenvolvimento de sabor em bebidas de café
durante o processamento seco (EVANGELISTA et al., 2014b), semisseco (EVANGELISTA et
al., 2014b) e tmido (PEREIRA et al. , 2015; SOCCOL et al., 2013) demonstrado que a
atividade metabolica de culturas iniciadoras em qualquer método de processamento influencia
a fracdo volatil final de graos torrados e a qualidade sensorial das bebidas.

Estudo conduzido por Filete ef al. (2020) evidenciou que a inoculacdo com a levedura
(Saccharomyces cerevisiae) comercial da marca Fleischmann em ambiente anaerdbico e sem
adicao de agua melhorou significativamente a qualidade da bebida obtendo cafés acima de 80
pontos. Bressani et al. (2018) evidenciou que o café inoculado com S. cerevisiae CCMA 0543
apresentou diferenca significativa na analise sensorial, indicando o melhor resultado em graos

de café verde com sabores frutados.

2.5.Consideracoes finais

Com exigéncia dos consumidores em obter um café de boa qualidade e a crescente
explosdo mundial por cafés especiais tem cada vez mais tomado o mercado em detrimento dos
cafés regulares. Por esses fatores, ¢ de fundamental importancia se conhecer os diferentes
processos utilizados e como essas etapas impactam na qualidade da bebida. E um dos fatores
de impacto ¢ a fermentagdo controlada que utiliza leveduras, em especial a S. cerevisiae, como
uma cultura iniciadora nas fermentacdes de cafés, devido a sua diversa caracteristica de
adaptabilidade ao meio sendo selecionada neste estudo para avaliar seus efeitos frente ao
processamento adotado, e sua inoculacgdo inibe a proliferagdo de microrganismos indesejaveis

contribuindo assim para uma melhor qualidade do produto e sua padronizagao.
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CAPITULO 3. Avaliacio da cultivar de café Bourbon Vermelho utilizando fermentacio

em estado solido anaerdbia induzida (SIAF) por leveduras comereciais.
3.1.Introducao

O café ¢ cultivado em mais de 50 paises sendo os maiores produtores o Brasil que € o
maior produtor e exportador de café¢ verde em grao, seguido do Vietna, Colombia, Indonésia,
Etiopia e Honduras (ICO., 2021; MARIYAM et al., 2022).

O café (Coffea arabica L.) ¢ um dos produtos agricolas mais importantes no mercado
internacional € a segunda comodities mais comercializada em termos de volume perdendo
apenas para o petroleo (DA CRUZ CORREIA et al.,2021).

Segundo dados do Conselho dos Exportadores de Café do Brasil - CECAFE para a safra
de 2021 o Brasil exportou 40 milhdes de sacas de 60 kg de café verde em grao, commodities,
obtendo uma receita US$ 6,242 bilhdes. Em relagdo aos cafés especiais, que sdo aqueles que
possuem qualidade superior aos commodities, responderam por 19% das exportagcdes em 2021,
com o envio de 7,669 milhdes de sacas ao exterior, um recuo de 2,7% na comparagdo com as
7,877 milhdes de sacas em 2020. A nivel mundial, a produgdo global para a safra de 2021
aumentou 2%, totalizando uma producao de 172 milhdes de sacas (OIC, 2021).

Ja para a safra de 2020, o Brasil produziu 63 milhdes de sacas, o que corresponde um
aumento de 28% em relacao a safra de 2019, um recorde, e um aumento da area cultivada de
1,4%, totalizando 2 milhdes de hectares (CECAFE., 2020)

O aumento expressivo observado na safra de 2020 foi influenciado pelo efeito positivo
da bienalidade, onde consiste na alternancia de um ano com maior florag¢do e noutro ano seguido
de floracdo menos intensa. E vale ressaltar que os investimentos em tecnologias e condig¢des
climaticas favordveis foram fatores significativamente importantes para explicar esse aumento
no desempenho geral da safra de 2020 (Conab, 2020).

O Parque cafeeiro em producdo no Brasil concentra-se na regido centro-sul do Pais,
sendo a cafeicultura da regido do cerrado mineiro reconhecida como uma das mais inovadoras
e organizadas, apesar de jovem, com cerca de 50 anos em 2022, conseguiu conquistar um
grande destaque no mercado global, enquanto marca e Denominacdo de Origem (DO), a
primeira a ser reconhecida no Brasil (BLYENY, 2004; PINO; VEGRO, 2008; CARVALHO,
et al., 2021). Minas Gerais ¢ o estado com maior producdo 34,65 milhdes de sacas, seguido
pelo Espirito Santo com producdo de 13,96 milhdes de sacas e Sao Paulo com 6,18 milhdes de

sacas (Conab, 2020).
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O café da regido do Cerrado Mineiro ¢ considerado um dos melhores do mundo por
apresentar condigdes climaticas favoraveis com a estacdes do ano bem definida e com dois tipos
de relevo: sendo um plano e outro suavemente ondulado, solos profundos ¢ bem drenados
(EVANGELISTA, et al. 2002). A regido do cerrado apresenta altitude entre 800 e 1300 metros
o que favorece a um retardo na maturagio dos frutos contribuindo assim para um aumento da
acidez e elevagio dos carboidratos (BOREM; FRIEDLANDER, 2009).

Pimenta., (2020) relata que conhecer o local de cultivo, escolher as espécies e cultivares
que melhor se adaptam ao local ¢ de suma importancia pois garante uma maior uniformidade
na maturagdo ¢ menor incidéncia de microrganismos indesejaveis, esses fatores fazem parte do
comego para se ter uma plantacdo de sucesso da atividade cafeeira e na obtengdo de graos de
qualidade.

Oliveira et al., (2006) relatam que a composi¢do quimica do grao de café recebe
influéncia da sua genética, do ambiente, do clima, do solo, manejo pré-colheita e pds-colheita,
e altitude e essas variagdes influenciam as inumeras caracteristicas € compostos quimicos
desenvolvidos no grao.

O processo de maturagdo do fruto de café inicia-se com o aumento da atividade
respiratoria e sintese de etileno, acompanhado do metabolismo de agucares e acidos, degradagao
da clorofila e a sintese de pigmentos responsaveis pela mudanca de coloragcdo da casca que
passa de verde para vermelho-cereja ou amarela dependendo da cultivar, além do decréscimo
de adstringéncia e a sintese de compostos volateis como aldeidos, ésteres, cetonas, e alcoois,
que caracterizam o aroma do fruto maduro. Subsequente ao processo de amadurecimento, os
graos se transformam em “passas ou boias” em consequéncia das oxidagdes, fermentacao
natural e secagem do fruto na planta, logo, esses frutos poderdo proporcionar um defeito
alterando a qualidade da bebida (LEE et al., 2005; CHENG et al., 2018; BASTIAN et al., 2021).

Como visto o processo de fermentagdo do café ocorre naturalmente com o
desenvolvimento do fruto. Logo os microrganismos utilizam os acglcares presentes na
mucilagem, produzindo compostos, como alcoois, ésteres, 4cidos organicos que afetam
diretamente as caracteristicas sensoriais da bebida. Se a remocao dessa mucilagem ndo for
eficiente ela pode prolongar o tempo de secagem do grao e com isso impactar de forma negativa
a qualidade da bebida produzindo sabores estranhos como iodoférmio, cebola e vinagre
(HAILE et al., 2019; MARTINS et al., 2020).

Por isso um biorreator ¢ o ambiente ideal pois simula as condi¢cdes necessarias para o
desenvolvimento de qualquer sistema bioldgico alcangando o seu potencial rendimento

(WANG & ZHONG, 2007). Dois tipos de fermentacdo podem ser realizados nos biorreatores:
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a fermentacao submersa (FSM), que utiliza o meio liquido ou caldos de cultura, e a fermentacao
em estado solido (FSS), que utiliza substratos s6lidos, como bagago, farelo, com umidade
controlada, sem ou pouca adi¢io de 4gua (PRADO BARRAGAN, FIGUEROA, RODRIGUEZ
DURAN, AGUILAR GONZALEZ, & HENNIGS, 2016).

A implementagdo de biorreatores para a fermentacdo em estado sélido anaerdbia
induzida - SIAF proporciona um ambiente favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos
sendo menos susceptivel a contaminagdo e associado com as culturas iniciadoras que ja sdao
amplamente conhecidas pela industria de queijo, 1ogurte, cerveja, vinho, padronizam o processo
de produgdo, porém sua utiliza¢do no café ainda requer mais estudos (SCHWAN et al., 2014;
SOCCOL et al., 2017; HAILE et al, 2019; DA MOTA et al., 2020 RUTA., et al, 2021;
BRESSANI et al., 2021; MARTINEZ et al., 2021;PEREIRA et al., 2022).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a composicao quimica do fruto de
café da cultivar Bourbon Vermelho , que ainda € pouco estudada, na regiao do Cerrado Mineiro
em duas safras consecutivas 2019/2020 e 2020/2021. Além de estudar a capacidade
fermentativa de duas leveduras Saccharomyces cerevisiae comerciais, como culturas
iniciadoras, em meio de polpa e casca de café e na fermentagdo em estado sélido anaerobia

induzida, SIAF, nos frutos de café¢, sendo analisados pelas caracteristicas sensoriais.
3.2.Material e métodos

O fluxograma que descreve o estudo ¢ apresentado na Figura 5.

Figura 5.Fluxograma com as etapas do projeto
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Fonte: Autor., (2022)

3.2.1. Material
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3.2.1.1.Café

Foi utilizou o café da variedade Bourbon vermelho, produzido na Fazenda Chud, de
propriedade do produtor rural Décio Bruxel, e localizada no Municipio de Patos de Minas com
latitude 18° 35' 15, altitude 1050 m e longitude de 46° 25'35, no estado de Minas Gerais, Brasil.

As amostras de café¢ foram colhidas mecanicamente na safra de 2019/2020 e
manualmente na safra 2020/2021. Foram utilizados os frutos cerejas e cerejas descascados na

safra 2019/2020 e apenas os frutos cerejas descascados na safra 2020/2021.

3.2.1.2.Microrganismos

Os microrganismos comerciais utilizados foram as cepas de Saccharomyces cerevisiae
Zymatlore FX10 que ¢ especifica para expressar as caracteristicas do terroir e Zymaflore RX60
que possui maior resisténcia ao alcool, alta redondez, suavidade e ressalta caracteristicas

aromaticas como frutado, sendo ambos liofilizados fornecidos pelo laboratério LAFFORT.

3.2.1.3.Reagentes

Todos os reagentes utilizados nessas pesquisas foram de grau analitico, com excecao do

acucar, o qual foi substituido pelo agucar cristal comercial.

3.3.Metodologia

3.3.1. Caracterizacao dos graos.

As amostras de café in natura para as duas safras estudadas, 2019/2020 e 2020/2021,
foram caracterizadas em termos de umidade, teor de cinzas, proteina, lipideos, acidez titulavel
total e solidos soluveis, sendo todos determinados de acordo com a metodologia descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). Todas as andlises foram realizadas
em triplicata.

As amostras de 150 g de café cereja e cereja descascado (safra 2019/2020) e cereja
descascado (safra 2020/2021) foram congeladas a - 80°C em ultrafreezer, em seguida
liofilizadas durante 48h em liofilizador (Liotop, modelo L108) a 214 uHg e temperatura de -

60°C. Apos liofilizagdo, as amostras foram moidas em moinho de facas (SO-LAB) em
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granulometria fina de 20 mesh, embalados e armazenados em ultrafreezer (-80°C) até o
momento das analises (PEREIRA et al, 2018).
Todos os procedimentos analiticos foram realizados nos Laboratorios didaticos de

engenharia de alimentos da UFU.

3.3.2. Determinacao de umidade

A determinacdo do teor da umidade do residuo foi realizada segundo metodologia
proposta pela AOAC (1995) que consiste em pesar de 3 a 5 g de amostra em cadinhos,
previamente secos e tarados, e submetidos a secagem em estufa a 105°C durante 24 horas ou
até massa constante. Apos a retirada da estufa os cadinhos foram resfriados a temperatura
ambiente em dessecador e pesados em balanga analitica. O resultado foi expresso em

porcentagem (m/m).

3.3.3. Determinagao do teor de cinzas

O método empregado foi o da incineragdo em mufla, no qual toda a matéria organica
fora queimada. Para isso, cada amostra proveniente da analise de umidade, que ja estava em um
cadinho de porcelana, com massa previamente estabelecida, foi inserida e permaneceu na mufla
a 550°C, por um periodo de 6 horas. A diferenca entre a massa da amostra final e a massa do
cadinho forneceu a massa das cinzas da amostra (AOAC,1995). O resultado foi expresso em

porcentagem relacionado a massa seca do café

3.3.4. Determinagdo de compostos nitrogenados — Determinagdo de proteinas

O teor de compostos nitrogenados e o teor de proteinas totais foram determinados pelo
método adaptado Macro-Kjeldahl, descrito pela AOAC (1995). Aproximadamente 0,1 g de
amostra foram submetidas a digestdao junto com 2 g de mistura catalitica. Foi utilizado o fator
de conversao geral de alimentos (6,25) para conversao de nitrogénio em proteina e os resultados

foram expressos em porcentagem em base seca (PEREIRA et al., 2018).

3.3.5. Determinagdo de lipideos

O teor de lipideos foi determinado nas amostras em poé utilizando 180 mL de éter de

petroleo e o aparelho de Soxhlet. Em papéis de filtro, foram colocados aproximadamente 2g de
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amostra de café. Os cartuchos foram colocados em tubos no aparelho de Soxhlet e submetidos
a 6 horas de aquecimento a uma temperatura de 60°C. Apo6s o resfriamento, os baldes de fundo
redondo foram retirados do aparelho e levados a estufa convectiva, onde permaneceram por 1
hora a 105°C, para a completa evaporacao do solvente. Posteriormente, os baldes contendo o
6leo extraido foram levados para o dessecador, onde permaneceram por aproximadamente 30
minutos, até atingir a temperatura ambiente ¢ em seguida pesados em balanga analitica. O

resultado foi expresso em % (g de lipideos/100g de amostra em base seca) (AOAC, 1995).

3.3.6. Determinagao de acidez titulavel total

A acidez titulavel total foi determinada apos reidratagao das amostras em pé (2 g de
amostra em 50 mL de 4gua destilada). As suspensdes foram tituladas com solu¢ao de NaOH

0,1 N, até atingirem o pH de 8,3 de acordo com método descrito pela AOAC (1995).

3.3.7. Determinagao de solidos soltveis totais

Foi medido o teor de solidos soluveis dos cafés cereja integros, in natura no momento
da colheita por refratometro digital (Hanna HI 96801). Esta medida também foi realizada nas
amostras liofilizadas e moidas nos cafés cereja descascados (CD), sendo reidratados o p6 para
afericdo dos solidos soluveis pelo refratometro. Para reidratagdo do pd, utilizou-se 2 g de
amostra em 50 mL de dgua destilada, seguindo metodologia descrita na AOAC (1995). Esta

suspensao foi inserida no refratometro digital para determinacao do teor de s6lidos soluveis.

3.3.8. Preparo do Inéculo

A preparagao dos inoculos para utilizar nas fermentagdes induzidas foi realizada nos
Laboratérios Didaticos da Engenharia de Alimentos e no Laboratério de Processos
Fermentativos e Enzimdticos (LAPFE), localizados no campus de Patos de Minas da
Universidade Federal de Uberlandia. Cada cepa foi reativada em frascos Erlenmeyer de 250
mL contendo 100 mL de meio de cultivo estéril, onde foram adicionados 30 g de levedura
liofilizada. O meio de cultivo teve a seguinte composi¢ao: 30 g/hL Superstart, probidtico para
as leveduras (LAFFORT), 6g/L. de Extrato de levedura, 10g/L sacarose, 45g/L. de KH2POs,
1g/L de MgS0O4.7H>0, 2g/L de (NH4)2SO4 em pH 5,5. Os fracos foram incubados a 30°C e

colocados em incubadora rotativa (TE-421 TECNAL) a 100 rpm até atingir a concentracao de
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10° células/mL, verificados pela contagem em cidmara de Neubauer. Para produzir o indculo

adicionado as bombonas foi realizado uma diluicao de 10 vezes.

3.3.9. Capacidade Fermentativa

O meio utilizado para a analise da capacidade fermentativa das leveduras foi formulado
a partir do extrato de café, constituido pela casca e polpa de café fresco, adicionados de alguns
acucares. O extrato foi preparado com 200 g da casca e polpa de cafg, triturados por 5 minutos
em 1 L de agua destilada e depois filtrado. O filtrado teve o pH ajustado para 5,5. Em seguida,
o meio foi esterilizado a 121°C por 20 minutos. Ap0s a esterilizagdo adicionou-se solucdes de
frutose e glicose previamente esterilizadas de forma a obter uma concentra¢ao final no meio de
15 g/L para cada um dos agucares, para padronizacdo. Em seguida retirou-se 15 mL de cada
meio de inoculo preparado com as leveduras Saccharomyces cerevisiae e adicionados
separadamente aos frascos de Erlenmeyer contendo 150 mL do meio de extrato de café, e foram
mantidos estaticos a 30°C por 72h em incubadora rotativa. Amostras foram retiradas nos
tempos de Oh, 24h, 48h e 72h, e logo apds a retirada foram determinados os valores de pH e
solidos soluveis. As amostras foram mantidas a -80°C para posterior determinagdo de acidos,

alcoois e acucares.

3.3.10. Fermentacdes em estado solido anaerdbia induzida (SIAF) da cultivar Bourbon

Vermelho em biorreatores no campo.

Cafés da variedade Bourbon vermelho da safra 2019/2020 foram colhidos
mecanicamente da Fazenda Chud, separados por densidade nos lavadores e selecionados
manualmente os cafés cerejas, para descarte dos cafés verdes. Os cafés cerejas descascados
(CD) e cerejas maduros (CM) foram utilizados nas fermentagdes em bombonas de 200 L na
fazenda Chud. Foram realizados seis processos fermentativos variando o uso de indculos
(Fermentagdes induzidas FX10, RX60 e sem indculo-controle) e a condi¢dao do fruto (CD e

CM), conforme Tabela 4 e Figura 6.
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Tabela 4. Fermentacdes em estado sélido anaerébia induzidas — SIAF dos frutos cereja maduro
(CM) ou cereja descascado (CD),cultivar Bourbon Vermelho, utilizando como in6culo as
leveduras FX ou RX, ou sem indculo (controle).

Tratamentos Inéculo Café¢ Cereja Café¢ Cereja

Maduro (CM) Descascado (CD)

1 Controle CM - X -
2 Controle CD - - X
3 Induzida FX - CM FX10 X -
4 Induzida FX - CD FX10 - X
5 Induzida RX - CM RX60 X -
6 Induzida FX - CD RX60 - X

Figura 6. Fermentagdes em estado sélido anaerdbia induzida - STAF safra 2019/2020, cultivar
Bourbon Vermelho, realizadas na fazenda Chua — Patos de Minas

Fonte: Autor, 2020.

As fermentagdes em estado solido anaerobia induzida (SIAF) foram realizadas em
biorreatores de bombonas de polietileno de 200 L, fechadas hermeticamente e acopladas com

um airlock. Em cada bombona, foram adicionados 200 kg de café CM ou CD, e, nas
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fermentagoes induzidas, adicionou-se também 10% (m/v) de inéculo, de forma a obter uma
concentragio final de 10® células/mL de microrganismos em cada bombona. As fermenta¢des
tiveram duracdo de 90 horas e duas vezes ao dia foram aferidas o pH e a temperatura dos cafés
para acompanhar os processos fermentativos. Também foram feitas medidas diarias da umidade
e temperatura ambiente. Utilizou-se uma bombona para cada tratamento. Ao final do processo
fermentativo, o café foi lavado e enviado para o terreiro para a secagem até a obtencgao de cafés
com 11% de teor de umidade, e apos 30 dias, estes foram descascados obtendo o café verde. O
café verde foi armazenado ao abrigo da luz e em temperatura ambiente para as analises

sensoriais.

3.3.10.1. Analise sensorial dos cafés fermentados da safra 2019/2020

Na safra de 2019/2020 as amostras foram preparadas de acordo com a metodologia da
Specialty Coffee Association (SCA). Foram torrados, com intensidade de torra média, 150g de
café verde descascado em torrador Carmomaq de 4 bocas com duracao entre 8 e 12 minutos e
entdo os graos foram moidos em moedor de café Tramontina em Aco Inox com 60 Niveis de
moagem.

Um painel de cinco especialistas em café treinados, com Q-Grader Coffee Certificate,
avaliaram as amostras. A metodologia aplicada para avaliar o café foi conduzida segundo os
padrdes SCA, que avaliam dez atributos sensoriais: aroma, dogura, geral, sabor, corpo,
uniformidade, balanco, limpeza, acidez, finalizacdo (SCA, 2015). Estas andlises foram

realizadas por Q-graders de Patos de Minas e regido.

3.3.11. Determinagao de acidos organicos, alcoois e agucares

Os acidos organicos (malico, latico, acético, butirico, propidnico, citrico e succinico),
alcoois (glicerol, etanol) e acticares (sacarose, frutose e glicose) foram analisados utilizando um
sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) do Laboratério didatico da
Engenharia de Alimentos.

As amostras foram filtradas em filtro de acetato de celulose de 0,22 um e injetadas no
sistema cromatografico (HPLC) de marca Shimadzu, modelo LC-20A Prominence, coluna
SUPELCOGEL C-610H (30 mm x 7,8 mm). A fase movel utilizada foi uma solugio aquosa de
acido fosforico a 0,1%, vazdo do eluente de 0,5 mL/min, temperatura do forno de 32 °C,

duracdo de 35 min e volume de injecdo de 20,0 pL. A concentracdo de acucares e etanol foram
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determinadas por indice de refragdo e os acidos foram detectados usando um detector de arranjo
de fotodiodos (PDA) a 210 nm (LOPES., 2017). Os resultados foram processados usando o

software LC-Solutions a partir de suas respectivas curvas de calibracao.

3.3.12. Determinagdo da porcentagem dos graos verdes

Para a determinacao dos frutos verdes foi realizado um processamento de imagem que
permitiu obter a porcentagem de frutos verdes presentes nas amostras, utilizando o software

Scilab.

3.3.13. Analise estatistica

As médias das analises foram submetidas ao teste de normalidade pelo software Past.
4.3, para os resultados que apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste de analise de
varidncia ANOVA e de comparacdo de médias de Tukey a nivel de significancia de 5% para

identificar os resultados significativos.

3.4.Resultados e Discussao

3.4.1. Caracterizacao dos frutos de café in natura

Os solidos soluveis totais dos cafés in natura encontrados utilizando o refratdmetro
foram de 14,74% + 4,5 ¢ 22,2% + 3,63 para 2019/2020 e 2020/2021, respectivamente, essa
diferenca deve-se a qualidade dos grdos colhidos manualmente na safra de 2020/2021. Uma
maior quantidade de sdlidos soluveis totais ¢ desejada para assegurar o corpo da bebida,
propiciando a obtencdo de bebida de boa qualidade (MENDONCA et al., 2007).

Os resultados das anélises de caracterizag@o dos frutos de café in natura Cereja maduro
(CM) e cereja descascado (CD) da variedade Bourbon vermelho da safra de 2019/2020 estao
apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram diferenca significativa de umidade, cinzas,

proteina, e de acidez total entre os cafés CM e CD a um nivel de significancia 5%.
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Tabela 5. Caracterizagdo do fruto de café, cultivar Bourbon Vermelho, in natura safra
2019/2020

i ACIDEZ
UMIDADE CINZAS PROTEINA
AMOSTRAS TOTAL*
(%) (%) * (Yo)*
(mL/G)

CEREJA

67 +0,02* 6,29+ 0,47* 8,86+ 0,02* 102,77 +£ 0,13 2
2019/2020

CD 2019/2020 | 56+ 0,01° 453+ 0,62° 849+ 0,04° 85,96 + 0,17°

Médias que apresentam letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Valores percentuais em base seca.

As analises da caracterizacdo dos frutos de cafés da safra do ano 2020/2021 foram
realizadas apenas com os cafés CD uma vez que nesta safra seriam fermentados apenas este
tipo de café. Os resultados da caracterizacdo dos cafés CD da safra 2020/2021 foram
comparados aos resultados do café¢ CD da safra 2019/2020 (Tabela 6) e mostraram diferenca
significativa de umidade, cinzas, proteina, e acidez total a um nivel de significancia de 5%. Na
Tabela 6 estao demonstrados os resultados das analises de caracterizagao dos frutos de cafés da

safra 2019/2020 e 2020/2021 com as respectivas médias e os desvios-padroes.

Tabela 6.Caracterizagdo do fruto de café CD (cereja descascado), cultivar Bourbon Vermelho,
in natura, safras 2019/2020 e¢ 2020/2021.

, , ACIDEZ
AMOSTRAS gXIDADE g/lol;lgAs PROTl%E}:I)z: LIPIDI((:/?)* TOTAL*
(mL/g)
CD 56,00 + 0,01 * 4,53+0,6° 8,49+ 0,04* 5,544 0,03* 85,96+ 0,16
2019/2020
CDh 52,58+ 0,01° 3,78+ 9,58+ 0,19° 6,44+ 0,01° 107,78+ 3,38°
2020/2021 0,1°

Médias que apresentam letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Valores percentuais em base seca.

Os resultados obtidos através da caracterizagao da cultivar Bourbon Vermelho em duas
safras consecutivas e processamentos distintos pode-se ratificar o que estd disponivel no
levantamento bibliografico exposto, ressaltando que a composicao quimica do fruto ¢ complexa

e sofre influéncia de multiplos fatores como o tipo de cultivar, colheita, nutri¢do do cafeeiro,
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tipo de processamento do fruto, fatores ambientais. Todos estes fatores iram impactar
diretamente na qualidade e na concentracdo dos macro e micronutrientes dos frutos obtidos,
logo cada safra tem sua caracteristica e identidade unica para cada grao.

Para Malta et al. (2003), a composi¢ao quimica do café esta correlacionada a fatores
genéticos, ambientais, culturais, bem como os métodos de colheita, o tipo de processamento ¢
armazenamento, esses fatores afetam diretamente a qualidade e composi¢ao dos graos verdes
de cafés.

A umidade do fruto integro quando colhido ¢ em torno de 65% a 30% (b.u) (BOREM
et al., 2008; MORGANO et al., 2008). Os resultados obtidos pela caracterizagdo como
mencionados nas Tabelas 5 e 6 estdo de acordo com a bibliografia disponivel onde os valores
encontrados foram de 67% para o0 CM e 56% para o CD safra 2019/2020 e 52% CD para a safra
2020/2021 do café Bourbon vermelho analisados. Essa umidade alta facilita a atividade
enzimatica dos microrganismos que alteram os metabdlitos no grao. Estudo realizado por
Ribeiro ef al. (2018) em CM nas variedades Ouro amarelo, Mundo novo, Catuai vermelho
encontraram a umidade inicial de 63,27%, 63,68% e 62,64%, respectivamente.

Ja o processamento do cereja descascado pela remogdao da casca e parte da polpa
promoveu uma reducdo na umidade para 56%, o que representa uma vantagem na obtencao de
lotes de bebidas mais homogéneos facilitando o processo subsequente da secagem, permitindo
assim um maior controle da qualidade final da bebida (OLIVEIRA et al., 2013).

Os teores de cinzas encontrados pela analise de caracterizagao do fruto foram de 6,29
+0,47% para o CM e 4,53+0,62% CD da safra 2019/2020 e 3,78+0,1% para o CD para safra
2020/2021. Pelo processamento do cereja descascado se justifica esta redugdo no teor de cinzas,
pois a casca e a polpa sdo responsaveis por 8,9% de cinzas e a mucilagem apresenta 0,7%
(ESQUIVEL e JIMENEZ., 2012; JANISSEN ¢ HUYNH., 2018).

Teores de cinzas, em base imida, dos frutos CM foram encontrados por Ribeiro ef al.,
(2018), em torno de 1,71% para a variedade Ouro amarelo, 1,77% para a variedade Mundo
novo e 1,58% para a variedade Catuai vermelho. Para os graos crus das espécies Coffea
canephora e Coffea arabica, Pinheiro et al. (2021) relataram valores de cinzas, em base seca,
de 4,2 e 4,4%, respectivamente. O conteudo de cinzas esté relacionado ao teor de minerais da
amostra. Na literatura, os teores encontrados de minerais para o café verde estdo estabelecidos
entre 3 a 5,4% (MUSSATO et al, 2011). Os minerais correspondem ao potassio, magnésio,
fosforo e calcio e, dentre estes, o potassio ¢ o que apresenta maior proporc¢ao de 1,54% (b.s)

(BOREM et al., 2008).
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A andlise de cinzas ¢ importante para informar a deficiéncia nutricional na lavoura de
café. A planta ¢ composta de macronutrientes e, dentre eles, se destaca o potéssio seguido do
nitrogénio, fosforo, magnésio, célcio e enxofre. A deficiéncia de potassio leva a uma “queima
foliar”, que € a necrose marginal nas bordas das folhas mais velhas apresentando uma coloragao
castanha escura o que afeta a qualidade do fruto, gerando frutos pequenos, cochos e mal
granados com menor resisténcia da planta a seca (MARTINEZ et al., 2014; CRUZ et al.,, 2015).
Entao o aporte nutricional da lavoura deve ser muito bem estabelecido e mensurado para que a
mesma possa desenvolver frutos com qualidade superior (MARTINEZ et al., 2014).

Os teores de proteinas encontrados no estudo foram de 8,86 % para o CM e 8,49% para
0 CD na safra de 2019/2020 e 9,58% para o CD na safra de 2020/2021, que apresentou um teor
de proteina um pouco maior que os obtidos na safra do ano anterior. Assim, os valores
mensurados estdo de acordo com os estudos realizados na literatura que afirmam que os cafés
verdes apresentam de 8,6% a 16% de proteina (UKERS., 2009; PIMENTA., 2020).

No trabalho De Maria et al. (1996), os autores obtiveram teores de 7% de proteina no
grao cru do Coffea arabica. Teores de proteina obtidos pelo estudo de Nogaim et al. (2013)
variaram de 7,00 a 16,16% em grdos crus do Coffea arabica. Ribeiro et al. (2018) encontrou
niveis de proteina, em base imida, nos graos CM de 4,34% para a variedade Ouro amarela,
4,72% para a variedade Mundo novo e 3,99% para variedade Catuai vermelho. As proteinas do
café sdo importantes para a qualidade final pois o aroma da bebida ¢ devido, em sua grande
maioria, as reagdes quimicas envolvendo proteinas no processo de torra. Assim, quanto maior
os niveis de proteina no grao, maior a possibilidade de formagdo de compostos aromaticos.
Além disso, as proteinas também sao responsaveis pela formagao da cor da bebida (UKERS.,
2009; SCHOLZ et al., 2011 PIMENTA., 2020).

O teor de lipidios encontrado na safra de 2020/2021 foi de 6,44% no cereja descascado,
préximo ao valor encontrado na safra 2019/2020 de 5,54% no CD. O teor de lipidios do café
no grao verde encontra-se entre 7 € 17% (SPEER ef al., 2006).

No trabalho de Mazzafera ef al. (1998) encontrou-se para as variedades Mundo Novo e
Bourbon vermelho, teores de lipidios para o grao verde, em média de 13,96% e de 13,33%,
acima dos encontrados neste estudo. Por outro lado, os resultados obtidos por Nogaim et al.
(2013) foram de 6,13%, no grao verde do Coffea arabica, semelhante ao que foi encontrado no
presente estudo. No trabalho de Ribeiro ef al, (2018) foi encontrado 1,28% para a variedade
Ouro amarelo, 1,25 % para Mundo novo e 1,40% para o Catuai vermelho, valores obtidos em

base imida para o fruto CM.
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O teor de lipidios desempenha um papel importante pois atuam como precursores do
aroma do café (MAZZAFERA et al., 1998; SPEER et al., 2006). Quando ocorre a ruptura da
parede do endosperma dos graos verdes expde-se os 6leos aos processos de oxidagao lipidica,
levando a obtencdo de aldeidos volateis indesejaveis ao sabor, contribuindo para um aumento
na acidez da bebida (CRUZ et al., 2015). Goulart et al. (2007) observaram que a maior
concentracdo de lipidios estava presente na borda externa dos graos e quanto mais essas
membranas se mantinham integras, melhor era a qualidade da bebida do café. Os autores
observaram também que em cafés com qualidade inferior, havia ruptura dessas paredes e
membranas e os lipidios migravam para o centro da célula.

Os niveis de acidez encontrados neste estudo foram de 102,77 £ 0,13mL/g parao CM e
85,96 £ 0,16mL/g para o CD na safra 2019/2020 e 107,7843,38 mL/g para o CD na safra
2020/2021. Carvalho ef al. (1994) encontraram diferentes niveis de acidez nos graos de cafés
verde do Coffea arabica e concluiram que um menor nivel de acidez contribuia para bebidas
classificadas como mole e extremamente mole com niveis de acidez até 175 mL/g. Na pesquisa
realizada por Mendonga et al. (2005) foram encontrados valores de 224,06mL/g para a
variedade Mundo novo. Alguns pesquisadores sugerem que a acidez total titulavel ¢ a que

apresenta melhor correlagdo para determinar a acidez do café (VOILLEY et al, 1981).

3.4.2. Capacidade Fermentativa

Os resultados obtidos durante a realizagao dos experimentos da capacidade fermentativa
utilizando as leveduras FX10 e RX60 estdo apresentados na Figura 7. Como o meio de casca e
polpa de café foi esterilizado, os resultados obtidos durante os experimentos da capacidade
fermentativa demonstram o comportamento das leveduras comerciais no consumo dos agticares

redutores totais e na producao de etanol, glicerol e 4cidos orgénicos.
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Figura 7. Perfis de pH e das concentragdes de acticares redutores totais (Art), etanol, glicerol e

acidos organicos nas fermentacdes em meio a base de café utilizando as leveduras FX10 (A e
C)eRX60 (BeD).
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O consumo dos agucares redutores tanto na levedura FX10 ¢ RX60 foram semelhantes,
os acucares se esgotaram em 48h para FX10 e 24 h para a RX60. Essa diferenca entre FX10 e
RX60 pode ser devido aos agucares remanescentes do indculo. Observou-se rapida producao
de glicerol e etanol em 24 h de fermentagdo, que atingiram concentragdes de 0,81g/L (Oh) e
3,17g/L (72h); 1,73g/L (Oh) e 18,40g/L (72h) para a RX60, respectivamente, 0,81g/L (Oh) e
3,18g/L (72h); 2,16 g/L (Oh) e 20,69g/L (72h) para a FX10, respectivamente.

O pH inicial foi de 5,04 e 5,05 para RX60 e FX10, respectivamente, e ao final da

fermentagdo (72 horas) cairam para 4,39 e 4,65, provavelmente devido a producdo de 4cidos

organicos pelas leveduras.
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As concentragdes iniciais (Oh) e finais (72h) dos acidos orgénicos para a levedura FX10
foram de 0,09-0,65 g/L de 4cido citrico, 1,61-0,10g/L de acido malico, 0,09-2,02g/L de acido
succinico, 0,64-0,91g/L de acido acético. J& para a levedura RX60 foi de 0,16-0,03g/L de acido
citrico, 1,70-0,03g/L de acido malico, 0,28- 3,05g/L de 4cido succinico e 0,81-0,80g/L de acido
acético. Nao foram identificados os acidos latico, propidnico e butirico, sendo esses dois
ultimos relatados como prejudiciais para a qualidade da bebida (PIMENTA., 2020).

As concentragdes do acido madlico para ambas as leveduras FX10 e RX60 foram
diminuindo com o passar do tempo, 0 que ndo aconteceu com o acido citrico para a levedura
FX10 houve um aumento na concentragdo do citrico final e para a levedura RX60 houve uma
diminui¢do em relacdo a concentragdo no tempo inicial. Segundo Yeager et al., (2021) 4cido
citrico e malico podem servir de precursores para outros produtos de degradacao acida o que os
torna dependente do tipo do processo fermentativo.

Essa variacao nas concentragdes dos acidos organicos encontrados no referido estudo,
podem ser elucidados por diversos fatores, tais como: condi¢cdes ambientais; microbiota nativa
do fruto; o tipo de levedura utilizada; estresse oxidativo sofrido pelas leveduras; processo de
metabolizacdao dos agucares; adaptacao e crescimento das leveduras; os nutrientes e vitaminas
disponiveis no meio fermentativo, a disponibilidade de fontes de carbono; a via de
metabolizacdo escolhido pelas leveduras (SHIMAZU & WATANABE, 1981 ¢ MILAN &
ORTEGA, 1988).

Pode-se observar que o comportamento das leveduras FX10 ¢ Rx60 em relagao ao
acidos succinico foram semelhantes ocorrendo um aumento na concentragdo final da
fermentagdo. Segundo Elhalis ef al. (2021) o acido succinico ¢ um dos principais metabodlitos
finais produzidos por leveduras em fermentagdes alcoolicas, e tem um impacto potencial na
acidez final do produto pois esta envolvido na formagao de ésteres que podem transmitir aromas

frutados aos produtos finais de café.

O etanol e o acido acético foram identificados no estudo de Evangelista ef al., 2015.
Esses volateis sdo conhecidos metabolitos produzidos durante as fermentagdes pelas leveduras
Saccharomyces cerevisiae. Segundo Bertrand ef al., (2012) baixas concentracdes de acido
acético contribuem para um sabor agradavel e doce, enquanto altos niveis (mais de 1 mg/ml)
conferem um sabor de vinagre indesejavel.

Elhalis et al. (2021) em estudo com 6 cepas de leveduras (Hanseniaspora uvarum,

Pichia  kudriavzevii, Pichia fermentans, Candida railensis, Candida xylopsoci,
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Wickerhamomyces anomalus) inoculadas em meio de café estéril relataram que a glicose ¢ a
frutose foram os principais aguicares redutos encontrados com concentragao inicial de 16,9 e
13,4 g/L, respectivamente. Durante as fermentagdes com P. kudriavzevii e P. fermentans, a
glicose diminuiu para cerca de 3,52 g/L e 3,10g/L, respectivamente, enquanto para as outras
leveduras foi quase que totalmente consumida. A concentracdo de frutose também diminuiu,
porém, com taxas mais lentas, deixando residuos altos de frutose no meio para todas as espécies
de levedura, exceto P. kudriavzevii, em que a frutose foi totalmente consumida. O glicerol ndo
foi detectado inicialmente em nenhuma das fermentagdes, mas posteriormente foi identificado
com uma concentragdo maxima de cerca de 0,13 g/L sem diferencas significativas entre as
fermentagdes com diferentes leveduras. A concentragdo inicial de 17,1g/ L de etanol, de 33,64
g/L para a Hanseniaspora uvarum, de 37,35 g/L para Pichia kudriavzevii, 37,72 g/L para Pichia
fermentans, 27,831 g/L para Candida railensis, 35,632 g/L para Candida xylopsoci e 31,234
g/L para Wickerhamomyces anomalus. Ambas com 36 h de fermentacao final.

Neste mesmo estudo, Elhalis ef al. (2021) mensuraram cinco acidos organicos principais
dentre eles o acido citrico, succinico. O acido citrico foi o acido mais abundante com
concentracao inicial de 4,01 g/L e diminuicao para 0,03-0,06 g/L entre as fermentacdes. O acido
succinico foi detectado no inicio da fermentacao a 0,06 g/L, que variou ap6s a fermentagdo com
diferentes leveduras e aumentou 0,16 g/L para P. kudriavzevii, 0.18 g/ C. railenensis ¢ 0.16
g/L C. xilopsoci, declinou 0.04 g/L para H. uvarum e 0.03 g/L para P. fermentans e nao foi
detectado com W. anomalus no final.

A produgao de etanol no mosto com a levedura Sacharomyces cerevisiae ¢ uma resposta
do seu metabolismo pois, na auséncia de oxigénio no processo fermentativo, ela produz etanol
e dioxido de carbono, além de 4cidos organicos e glicerol (GOES-FAVONI et al., 2018).

A produgdo do glicerol ¢ importante pois confere a bebida de café um sabor adocicado
com sensagdo de suavidade (SWIEGRS et al, 2005). Entretanto, ndo foi encontrado na
literatura valores desejaveis de glicerol que favorecam a qualidade da bebida.

O papel das leveduras ¢ bem conhecido por sua produgdo de metabdlitos de sabor
secundario, como ésteres, cetonas, dlcoois superiores, aldeidos e acidos organicos (ELHALIS
et al., 2020b). Os metabdlitos produzidos acabam sendo benéficos pois migram para o interior
do grdo e influenciam a qualidade da bebida (SILVA et al, 2008). No entanto, hd poucas
informagdes sobre sua contribuicdo ao sabor do café e mais estudos sdo necessarios para
preencher essa lacuna de conhecimento (EVANGELISTA et al., 2014a;2014b; PEREIRA et
al.,2014; PEREIRA et al.,2015; RIBEIRO et al., 2017).
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Porém, no presente estudo as leveduras FX10 e RX60 foram eficientes no processo de
fermentagdo uma vez que fermentaram o meio de café, que se encontrava estéril, consumindo

os agucares redutores ¢ obtendo como produto alcool, glicerol e 4cidos organicos.

3.5.Fermentacoes em estado solido anaerobia induzida — SIAF, cultivar Bourbon

Vermelho em biorreatores no campo.

As fermentagdes ocorreram entre os dias 11/08/2020 a 16/08/2020 na fazenda Chua no
municipio de Patos de Minas. Durante esses dias a umidade do ar ficou entre 56,82 a 47,71 %
e a temperatura ambiente da fazenda variou de 19,51 a 22,7°C.

A detecgdo de 15% de frutos verdes no café recém-colhido foi obtida pelo
processamento de imagem apresentado na Figura 8, assim ap6s os frutos passarem pelo lavador
foi realizada a selecdo manual para retirada dos frutos verdes que sdo considerados imaturos
pela pouca presenca de mucilagem, deixando apenas 3% de frutos verdes para ser utilizado nas
fermentagdes. A presenca do fruto verde junto ao café cereja maduro ¢ um
dos principais problemas para a produgado de café especiais, pois a maioria dos produtores rurais
néo possuem condigdes para executar uma colheita seletiva. E preconizado que a quantidade de
frutos verdes ndo ultrapasse os 3% (BOREM et al., 2008). Os graos verdes sao provenientes de
frutos imaturos que ndo apresentam boa quantidade de mucilagem que servira de substrato para
o processo fermentativo, sendo assim e podem conferir um sabor adstringente para a bebida de
café e também os estudos na area de genética ainda ndo conseguiram proporcionar uma melhor
uniformidade no florescimento (VASCONCELOS et al., 2007)

Figura 8.Processamento de imagem para a quantificacdo dos graos verdes logo apos a colheita
do café.

Fonte: Autora, 2020
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Com intuito de finalizar a fermentacdo baseada na estabilidade da temperatura do processo
foram monitorados a temperatura e o pH na massa de café dentro dos biorreatores durante toda
a fermentacdo utilizando as leveduras como inéculos e nas fermentagdes controle sem a

inoculagdo de leveduras, conforme apresentado na Figura 9.

Figura 9. Variagdes da temperatura (A e C) e do pH (B e D) da massa de café nas fermentagdes
com as leveduras FX10 e RX60 com os frutos cereja maduro (CM) e cereja descascado (CD) e
sem indculo (controle).
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O comportamento da temperatura na massa de café¢ nos biorreatores com a cultivar
Bourbon vermelho foi semelhante tanto para as fermentagdes sem indculo e inoculado com as
leveduras FX10 e RX60 tanto para os cafés cereja descascado (CD), Figura 9C, quanto para o
cereja maduro (CM), Figura 9A. Nota-se nas primeiras 45 horas uma tendéncia de aumento da
temperatura, provavelmente pelo aumento da atividade das leveduras juntamente com a

microbiota endogena do café, pois o processo fermentativo € processo exotérmico, onde os
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microrganismos consomem os acgucares redutores e liberam energia, em forma de ATP, para o
meio aumentando assim a temperatura.

No tempo de 60 h houve um decréscimo na temperatura para as fermentacdes utilizando
as leveduras RX60 e FX10 e seus respectivos controles. Observa-se que neste periodo os
biorreatores passaram pelo periodo noturno e a temperatura ambiente interferiu na temperatura
da massa dos biorreatores onde houve uma diminui¢do da mesma como observado na Figura 9.
Em seguida com 70 horas observou-se que a temperatura voltou a subir provavelmente ainda
pela atividade dos microrganismo presentes. Porém, observa-se que com 90 horas a variagao
da temperatura ndo foi significativa, praticamente, semelhante ao observado com 70 horas.
Logo, concluiu-se que a atividade fermentativa havia cessado. Entdo o processo fermentativo
foi finalizado. A temperatura ambiente minima registrada foi de 19,5°C.

A medida que o processo fermentativo ocorreu o meio foi se tornando mais 4cido devido
a producao de alcool, 4cidos pelos microrganismos € com o acompanhamento do pH, observado
na Figura 9, observou-se que para todas as fermentacdes cereja maduro, cereja descascado
quanto o controle de ambas o pH inicial foi 5,9.

Para as fermentacdes cereja maduro, Figura 9B, observou-se que o controle apresentou
maior decréscimo do pH, de 5,9 para 4,7, respectivamente, ¢ ja para as fermentagdes FX10 e
RX60 foi de 5,2 e 5,1, respectivamente, com 48 horas de fermentagdo. Com 60 horas o pH foi
para 4,8 FX10, 4,6 para RX60 e controle, manteve-se até 72 horas. Com 80 horas apresentou
um pH de 5,1 para FX10 e RX60 ¢ 4,6 para o controle. Ao final de fermenta¢ao com 90 horas
o pH foi de 4,7 para FX10 e 4,6 RX60 e controle.

Para as fermentagdes cereja descascado, Figura 9D, observou-se que o pH de 5,6 foi
para a fermentagdo FX10 e para RX60 o pH foi de 4,8 e para o controle foi de 4,7 com 50 horas.
Com 60 horas observou-se que o pH foi de 4,8 para FX10, 4,7 para RX60 e 4,6 para o controle.
Com 72 horas observou-se um pequeno decréscimo de 4,7 FX10; 4,6 RX60 e 4,5 controle. Com
80 horas observou-se que o pH foi de 5,2 RX60; 5,0 FX10 e 4,6 para o controle. Ja no final da
fermentag¢dao com 90 horas o pH foi de 4,7 FX10; 4,6 RX60 e 4,4 para o controle. Essa variacao
observada no pH ¢ devido a atividade dos microrganismos presentes no meio fermentativo.

Peniuela-Martinez et al, (2018) refere que a fermentagdo ¢ uma reagdo exotérmica na
qual a energia ¢ liberada pelas reagdes bioquimicas produz substancias como alcoois e acido
que acidificam o meio e baixam o pH. A temperatura pode influenciar a taxa de degradagao da
mucilagem e o tempo de fermentagdo, influenciando nas espécies microbianas presentes no
café, nas culturas iniciais e o seu grau de crescimento no meio (QUINTERO E MOLINA, 2015;
CORDOBA CASTRO E GUERRERO FAJARDO, 2016). Conforme estudo realizado por
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Penuela-Martinez et al. (2018), a fermentagdo de 24-30 h com temperatura entre 18-26 °C ¢
favoravel para a obtencdo de cafés de melhor qualidade. Além disso, pode ocorrer uma
produgdo, mais significativa, de compostos volateis desejaveis (QUINTERO E MOLINA,
2015).

Segundo Rothfos, (1985) cita que o ideal € que a temperatura ndo ultrapasse a amplitude
térmica de 4°C para que o processo fermentativo seja realizado com qualidade. O que corrobora
com os resultados obtidos com as leveduras FX10, RX60 e controle tanto para o CM quanto
para CD, em estudo, onde ndo houve diferenga de temperatura acima de 4°C evidenciando que
o processo fermentativo foi bem conduzido para obten¢do de cafés com qualidade superior.

Conforme Martinez et al., (2014) refere que o pH ¢ o resultado de uma transformacao
metabolica pelo processo de fermentacao onde os acidos organicos como o citrico, malico,
succinico, acético, sao produzidos contribuindo para uma acidez desejada no café, ressaltando
que o pH deve estar na faixa de 4,0 a 5,5 para que a bebida seja considerada de qualidade. O
que foi evidenciado pelo estudo onde o pH monitorado nos processos fermentativos com as
leveduras FX10, RX60 e controle CM e CD se mantiveram na faixa de 4,5 o que também
configura que o processo fermentativo foi bem executado contribuindo para a obtencao dos

cafés especiais.

3.6.Analise sensorial

A avaliacdo dos atributos sensoriais das fermentagdes em estado solido anaerobia
induzida (SIAF) realizadas com os cafés CM e CD da safra 2019/2020 foram realizadas por
profissionais Q-graders. O formulario de degustacao fornece os resultados das avaliagdes dos
10 atributos: Fragrancia/Aroma, uniformidade, xicara limpa, dogura, sabor, acidez, corpo,
finalizagdo, geral e equilibrio (SCA, 2015). Os resultados da andlise sensorial dos 6 tratamentos
estao representados na Tabela 7.

Como a andlise sensorial foi realizada em ambiente cego, os provadores desconheciam
o estudo, evitando qualquer tendéncia positiva ou negativa na avaliagdo sensorial das amostras.
De acordo com a metodologia SCA, as amostras com pontua¢do maior ou igual a 80 pontos sao
classificadas como cafés especiais - muito bom quando as pontuagdes estdo na faixa de 80-84
pontos e excelente para pontuagdes de 85 a 89 pontos. Pontuacdes abaixo de 80 desqualificam

o café¢ como café especial (BOREM et al., 2021).
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Tabela 7.Resultado da analise sensorial dos cafés fermentagdes em estado sélido anaerdbia
induzida (SIAF) realizadas com os cafés cereja maduro (CM) e cereja descascado (CD) da safra
2019/2020.

FERMENTACOES AROMA DOCURA GERAL SABOR CORPO UNIFOR BALANCO XICARA ACIDEZ FINALIZACAO TOTAL
MIDADE LIMPA

8,130 7,63+ 8,00£0, 7,38+0, 7,63+0,1 8,00+0,

RX60 CM 170 10 0.171 01 175 10 76 10 0 7,63+0,171 84,38+0,17
7,75+0 7,63+ 7,75+0, 7,88+0, 7,63+0,1 8,13+0,

FX10 CM 01 10 0.171 35 171 10 7 10 17 7,50+0,35 84,25+1,06
CONTROLE | 7,50+0 7,63+ 7,500, 7,38+0, 7,63+0,1 8,00+0,

cM 53 10 0.172 01 53 10 7 10 01 7,25+0,35 82,88+1,23
8,250 7,75+ 7,750, 7,50+0, 7,75+0,0 8,13+0,

RX60 CD 35 10 0.351 353 01 10 ) 10 171 7,63+0,53 84,75+1,41
8,00+0 7,63+  7,88+0, 7,88+0, 7,75+0,0 8,00+0,

FX10CD 01 10 0.17 17 17 10 > 10 0 7,75+0,35 84,88+0,53
CONTROLE | 7,88+0 7,50+  7,50+0, 7,50+0, 7,50+0,0 7,63+0,

cD 02 10 0.01 01 01 10 1 10 176 7,50+0,7 83,0040,01

Todos os cafés avaliados tiveram pontuagdo acima de 80 pontos, 0 que os caracteriza
como cafés especiais, segundo classificacdo da Specialty Coffee Association - SCA
(SCA.,2015). Percebe-se que os cafés que obtiveram maior pontuagdo foram aqueles que
passaram pelo processo fermentativo utilizando as leveduras FX10 e RX60 como indculo, isso
aconteceu tanto para os cafés CD quanto para os CM.

Conforme Lee et al. (2015) as leveduras podem exercer diferentes processos
metabolicos excretando diferentes enzimas extracelulares que catalisam reagdes bioquimicas
em componentes quimicos do frutos do café, levando a produgdo de outros compostos como
acidos graxos, acidos organicos, ésteres, cetonas, os quais podem ser deslocados para o interior
do grao de café¢ afetando de forma positiva a qualidade final da bebida.

No presente estudo as leveduras utilizadas foram Saccharomyces cerevisiae RX60 a
qual ¢ adaptada para vinhos tintos suaves e frutados combinando excelente capacidade
fermentativa com excelente producdo e revelacdo de aromas. Ja para a levedura Saccharomyces
cerevisiae FX10 foi desenvolvida para um vinho com aroma fino e sensagao na boca cheia
(KENEDY e REID., 2008). Portanto, a diferenca na pontuacao da bebida era esperada, visto
que as leveduras possuem comportamento diferentes especialmente em relacdo ao aroma,

dogura, sabor, uniformidade, xicara limpa e acidez.
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Os atributos sensoriais descritos pelos O-graders que classificam as amostras em aroma,
corpo, acidez e notas aromaticas obtidas pelos processos de fermentacao estdo no Quadro 2, e

foram diferentes entre os tratamentos com as leveduras RX60 e FX10 e controle.

Quadro 2.Atributos sensoriais nas fermentagdes em estado solido anaerébia induzida (SIAF)

realizadas com os cafés CM e CD da safra 2019/2020 com FX10, RX60 e o controle.

Amostras Aroma Corpo Acidez
RX60 CM Floral/Baunilha/Chocolate ao leite/Morango Denso Suave
FX10 CM Caramelo/ Laranja/Maracuja Macio Citrica leve
Controle CM Chocolate, Maracuja Leve Citrica marcante
RX60 CD Floral/Chocolate branco/Cereja /Morango Leve Citrica vinhosa
FX10 CD Floral/Castanha caramelizada/Ameixa preta seca Macio Vinhosa
Controle CD Floral/Chocolate meio amargo/Mel de café Macio Citrica leve

A uniformidade, dogura e xicara limpa obtiveram pontuacao maxima (10 pontos), o que
configura que nas amostras avaliadas nao se encontrou adstringéncia, sabores verdes, nem
impressoes negativas, indicando consisténcia de sabor nas cinco xicaras de cada amostra
avaliada pelos Q-graders. Segundo a Specialty Coffee Association — SCA (2015) a
uniformidade apresenta a consisténcia nas diferentes xicaras provadas. Se essas xicaras com a
mesma amostra tiverem sabores diferentes, o valor atribuido devera ser baixo pois nao apresenta
um padrao nas bebidas avaliadas (SCA, 2015). A xicara limpa representa os defeitos sensoriais
e nela sdo avaliadas interferéncias negativas desde o primeiro momento da prova até sua
ingestao (SCA, 2015). Os atributos sensoriais descritos considerados especiais apresentam uma
dogura mais acentuada, com notas de chocolate, mel, caramelo. J4 os que possuem pouca dogura
sdo considerados adstringentes, cafés verdes, ou amargos (SCA, 2015).

Ferreira et al. (2012) avaliaram 20 diferentes genotipos de cafeeiro Bourbon e dentre
eles avaliou dois gendtipos de Bourbon vermelho da fazenda Procafé¢ e da fazenda Sao Jodo
Batista, esses genotipos foram cultivados em cinco regides diferentes: Campos Altos, no
Cerrado Mineiro; Santo Antonio do Amparo, no Sul de Minas; Patrocinio, no Cerrado Mineiro;
Lavras, no Sul de Minas; Trés Pontas, também no Sul de Minas. Apos avaliacdo sensorial

seguindo a metodologia Cup of Excelence (BSCA,2007). As bebidas obtiveram notas de 86 a
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83,17 pontos, o que permitiu inferir que esses genotipos apresentam qualidade superior para
produgdo de cafés especiais, sendo menos influenciada pelos fatores ambientais. E as
caracteristicas mais relevantes que apresentaram na bebida foram, gosto remanescente e xicara
limpa.

Kitzberger et al (2011) avaliaram o Bourbon vermelho cereja maduro em 2009 com 15
pessoas comuns, sem experiéncia ou certificado Q-graders, mas que tinham o habito de
consumir café (filtrado, expresso ou solivel). A equipe foi composta por dois homens e 13
mulheres. Apos a degustacao os atributos mais levantados pela equipe foram de aroma de café,
doce, verde, queimado, sabor amargo, adstringente e acido. O que caracteriza como bebidas
bastantes diferenciadas, ou seja, ndo apresenta uma uniformidade nas xicaras avaliadas. Apesar
do cultivar ser conhecido pela qualidade sensorial, neste trabalho foi observado uma bebida
com menor corpo e turbidez, menor intensidade da cor e dos aromas. A autora atribuiu a pouca
qualidade obtida as condi¢des ambientais (local e clima) de cultivo, os cafés obtidos para o
estudo foram da cidade de Mandaguari-PR a uma altitude de 650m e temperatura média anual
de 22 a 23°C, pois os atributos avaliados foram associados a imaturidade dos graos.

Elhalis et al. (2020) em seu estudo com a cultivar Bourbon demonstraram através da
analise sensorial que foi conduzida por trés especialistas com certificagdes de café O-graders
que as leveduras desempenham um papel crucial para o café fermentado pois favoreceu para a
producao de cafés com aroma, sabor e qualidade sensorial superior. O painel de Q-graders
relatou aroma frutado de uva e ma¢a amarela, baunilha, amendoim, notas de chocolate e corpo
liso para o café de graos de fermentagdo espontanea, enquanto notas frutadas e leve sabor de
cacau caracterizaram café de graos fermentados na presenga de natamicina, antifungico
utilizado junto com o processo de fermentagdo para inibir o crescimento de leveduras

indesejadas.

3.7.Conclusao

A influéncia da qualidade da bebida esta diretamente relacionada ao tipo de manejo,
genética, regido de cultivo associado a composi¢do quimica dos graos. Observou-se diferenca
significativa na composig@o dos frutos entre os tipos de processamento do fruto do café e entre
as safras. Uma vez que os componentes do fruto de café servirdo de substrato para a microbiota,
e que metabdlitos produzidos durante a fermentacdo influenciam na caracteristica final da

bebida, € possivel que sejam obtidos cafés diferentes entre as safras distintas, mesmo utilizando
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o mesmo café e aplicando o mesmo processamento. O mesmo pode ocorrer utilizando-se a
mesma variedade de café da mesma safra, mas aplicando-se processamentos diferentes.

Os experimentos da capacidade fermentativa das duas linhagens de leveduras de
Saccharomyces cerevisiae FX10 e RX60 demonstraram capacidade das leveduras de
desenvolvimento e producdo de metabdlitos em meio a base de café, consumindo os agticares,
produzindo etanol e glicerol e acidos organicos.

A aplicagdo das leveduras FX10 e RX60 na fermentagdo SIAF com o café¢ Bourbon
Vermelho nos tratamentos Cereja Madura e Cereja descascado apresentaram melhores
resultados sensoriais em detrimento do controle. Ja entre as leveduras, as duas foram
consideradas potenciais para o uso como culturas iniciadoras na fermentacdo em estado solido
anaerobia induzida do café. A linhagem do in6culo e o processamento do fruto do café

influenciaram na descrigao sensorial do café final obtido.
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CAPITULO 4. Influéncia do tempo e temperatura na fermentacio em estado sélido
anaerdbia induzida (SIAF) da cultivar Bourbon vermelho.

4.1.Introducao

O potencial dos cafés especiais continua aumentando principalmente pelo consumo dos
mercados emergentes. Consequentemente o valor de mercado se torna inseparavel da qualidade
do café, impulsionando constante melhorias nas etapas de producao, para garantia da qualidade
e seguranca da bebida (BRESSANI e, al. 2018).

No Brasil, o mercado de café especial esta em plena expansdo, estimulado por eventos
relacionados ao produto, pesquisas e abertura de lojas especializadas (GUIMARAES et
al.,2019; MALTA et al, 2021; SANTOS et al., 2021).

O termo ‘“café especial” refere-se a uma bebida que possui qualidade superior aos
tradicionais, chamados de cafés commodity, além de sabor e caracteristicas tinicas. Sdo bebidas
que alcangcam pontuacdes acima de 80 pontos, segundo a metodologia de classificacdo da
Specialty Coffee Assocition (SCA) (QUINTAO, BRITO, & BELK, 2017).

Conforme relatorio da CECAFE de fevereiro de 2022, os cafés especiais
corresponderam por 16,4% das exportagdes totais brasileiras do produto no primeiro bimestre
de 2022, exportando cerca de 1,120 milhdo de sacas. Representando um crescimento de 9,2%
na comparagao com as 1,026 milhao de sacas exportadas no ano de 2021. O pre¢o médio foi de
USS$ 300,54 por saca, proporcionando uma receita de US$ 336,5 milhdes nos dois meses, o que
corresponde a 22,1% do obtido com os embarques totais. No comparativo anual, o valor ¢
93,7% maior do que o aferido no ano anterior. No ranking dos principais destinos dos cafés
especiais no primeiro bimestre, os Estados Unidos estdo na ponta, com a aquisi¢cao de 287.496
sacas, equivalente a 25,7% de cafés especiais exportados. Na sequéncia, vém Alemanha, com
167.880 sacas e representatividade de 15%; Bélgica, com 114.877 sacas (10,3%); Italia, com
92.457 sacas (8,3%); e Japao, com 52.159 sacas (4,7%).

Atualmente a cultivar Bourbon Vermelho ¢ indicada para aqueles cafeicultores que
desejam obter um café especial, diferenciado em relagdo a qualidade da bebida que possam
agregar valor ao seu café por apresentar caracteristicas como aroma intenso; notas doces que
lembram avela; notas de chocolate; e baixa acidez. (CPC., 2021).

Como os cafés com diferentes perfis sensoriais estdo em alta demanda, isso chamou a
atencdo dos produtores de café que os fizeram buscar alternativas para obter esses perfis
sensorialmente diferentes, através do processo de fermentagdo (EVANGELISTA et al, 2014a;
BRESSANI et al., 2018, MARTINS et al., 2019; BRESSANI et al., 2020, DA MOTA et al.,
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2020; MARTINS et al., 2020). O processo de fermentacdo € uma etapa essencial, uma vez que
ela ocorre naturalmente pela agdo microbiana presente no ambiente e no fruto, e que produz
enzimas que hidrolisam as pectinas, presente na mucilagem, degradam os carboidratos,
proteinas, e acidos e os convertem em alcool, acidos, ésteres e cetonas € outros compostos que
se transformardo em precursores de sabor (SILVA et al., 2000; AVALLONE et al., 2001,
MASOUD et al., 2004, SILVA et al., 2015).

Na fermentagdo anaerdbia induzida (SIAF), estimula a producao de metabdlitos como
acidos organicos, dlcoois e compostos volateis, favorecendo a formagado de sabores (DA MOTA
etal., 2022)

Puerta - Quintero et al., (2015) refere que a fermentagdao pode produzir bebidas mais
aromaticas e sabores especiais, como doces, citricos e frutados que melhoram a consisténcia e
agregam valor ao produto final, porém também ressalta que esta deve ser muito bem
acompanhada uma vez que se for mal conduzida pode gerar perdas na qualidade da bebida.

Portanto, a fermentagdo ¢ uma das etapas de processamento pds-colheita que requer uma
maior atengao por ser mais delicada e critica (DUARTE et al., 2010; LEOULP et al., 2004). A
disponibilidade de oxigénio, amplitude térmica, a temperatura, € o tempo estdo entre os
parametros que podem interferir no perfil de compostos produzidos, volateis e nao volateis, que
estao relacionados a formagao do sabor do café (DE BRUYN et al., 2017; RODRIGUEZ et al.,
2017; Mota et al., 2020; MARTINS et al., 2020).

Segundo Puerta - Quintero., (2012) a temperatura durante a fermentagao pode variar de
12 a 34°C, com média de 20,7°C, sendo que a velocidade da fermentagao nao ¢ constante, pois
depende de fatores favoraveis para o desenvolvimento de determinados microrganismos € essas
variagdes podem ser maiores para alguns microrganismos em detrimento de outros. J4 em
relagdo ao tempo para Puerta - Quintero., (2012) recomenda-se definir as horas de fermentagao,
pois o tempo, pode estar relacionado com o declinio do pH que pela produgdo dos acidos
organicos pelos microrganismos, acidificam o meio.

E a utilizacdo de um biorreator acaba sendo uma ferramenta valiosa pois controla,
melhora, otimiza, reduz o tempo de fermentagdo, evita contamina¢do microbiana e contribui
para a reprodutibilidade (FIGUEROA-HERNANDEZ et al., 2019).

A fermentagdo em estado solido € uma etapa realizado em materiais sélidos, sem adi¢do
de agua ou pouca quantidade de agua, que pode ser feita em biorreatores que fornecem
condig¢des apropriadas para o seu desenvolvimento, logo os frutos de café fornecem o substrato

necessario para o crescimento de bactérias, leveduras e fungos filamentosos, nutrindo-os de
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fontes de carbono e nitrogénio, devido a sua composi¢ao quimica (SILVA et al., 2000; TANG
etal.,2021).

De acordo com as caracteristicas desejaveis pode-se utilizar a aplicacdo de
microrganismos selecionados, culturas iniciadoras, com a finalidade de se obter um impacto
positivo no perfil sensorial da bebida (SILVA et al., 2013; SOUZA et al., 2017; HAILE et al.,
2019)

Diversos estudos tem amplamente discutido e mostrado que o perfil sensorial das
bebidas varia e uma das razdes para essas variagdes ¢ o tipo de processamento em associagao
com a cultivar do café (Schwan et al. 2012; Evangelista ef al., 2014a, Evangelista et al., 2014b,
Evangelista et al., 2015, Martinez et al., 2017, Bressani ef al., 2018, Borém et al., 2019, Martins
et al., 2019, Martins et al., 2020; Elhalis et al., 2020). Por exemplo, em tanques abertos, a
fermentagdo aerdbica associada a culturas iniciadoras melhorou a qualidade do café de 80 para
84 pontos (BRESSANI ez al., 2018; MARTINEZ et al., 2017). J& em biorreatores fechados, os
cafés atingiram 87 pontos, aumentando em 5 pontos em relacdo ao controle que obteve 82
pontos (Da Mota et al., 2020).

A levedura Saccharomyces spp tem tido atengdo especial de diversos pesquisadores
justamente por se adaptar melhor a diferentes processo, reducao de oxigénio, falta de nutrientes,
pH mais &cido, atividade pectinoliticas temperatura elevadas e também por melhorar a
qualidade sensorial do café, contribuindo para o aroma frutado apos a torra (SILVA et al., 2013;
EVANGELISTA et al., 2014a, 2014b; RIBEIRO et al.,2017a; MARTINEZ et al., 2017,
BRESSANI et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020; FILETE et al., 2020., CARDOSO et al.,
2020, WANG et al., 2020).

Visto que a fermentagdo ¢ um dos estdgios mais delicados e criticos o objetivo desse
estudo ¢ estudar a influéncia dos parametros de tempo e temperatura, no processo fermentativo
e analisar o consumo de agucares e producdo de acidos que sdo importantes para a obtencao de

perfis sensoriais do grao de café.

4.2.Materiais e Métodos

O fluxograma que descreve as etapas do estudo ¢ apresentado na Figura 10.
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Figura 10.Fluxograma do projeto.

Safra 2020/ 2021 Fermentacdo em  Secagem Terreiro
- | estado solido SUSpenso

Fonte: Autor., (2022).

4.2.1. Material

4.2.2. Cultivar do café

A cultivar escolhida do café arabica fo1 Bourbon Vermelho colhido na fazenda Chua do
proprietario Décio Bruxel localizada no Municipio de Patos de Minas com latitude 18° 35' 15,

e longitude de 46° 25'35; altitude 1050 m no estado de Minas Gerais - Brasil.

4.2.3. Coleta e o preparo das amostras

O café foi colhido manualmente para a selecao de apenas cereja maduras, pois no estagio
cereja produzem café de melhor qualidade. A porcentagem de frutos verdes encontradas nas
amostras foi de 0,13%. Os frutos cerejas foram lavados e separados dos frutos secos ou com
algum defeito no grao. Os frutos que sdo menos densos, flutuaram na dgua e foram descartados
para nao comprometer a qualidade. Apds esta etapa os frutos foram descascados em
descascador mecanico e envasado em garrafas polietileno de 1,5L e encaminhados para o
laboratério da UFU Campus Patos de Minas.

Um experimento denominado de testemunha foi realizado conforme os procedimentos
da fazenda, onde o fruto ap6s passar pelo lavador ¢ descascado e encaminhado para a secagem

no terreiro.

4.2.4. Preparo do Inoculo

Foram utilizadas as leveduras comerciais Saccharomyces cerevisiae, da marca
comercial LAFFORT - Zymaflore FX 10 e Zymaflore RX 60 (2.10'° UFC/g). Para a reativagdo

de cada cepa foram utilizados frascos de Erlenmeyer de 250 ml e adicionados 30 g de levedura
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liofilizada em 100 mL de meio de cultivo com a seguinte composi¢do: 30g/L Superstart,
probidtico para as leveduras (LAFFORT), Extrato de levedura 6g/L, sacarose 10g/L, 5g/L de
KH>POs4, 1g/L de MgS04.7H>0, 2g/L de (NH4)>SO4, pH 5,5. Os fracos foram colocados em
incubadora rotativa (TE-421 TECNAL) a 28°C a 100 rpm. Para a contagem das células foi
utilizado camara de Neubauer com dilui¢do 1ml para 100ml. Apds a contagem nas cdmaras de
Neubauer foram encontrados cerca 3,50x10% /mL de Zymaflore FX10 e 1,33x10%/mL de
Zymaflore RX60.

4.2.5. Fermentagdes em estado solido anaerobia induzida (SIAF), cultivar

Bourbon vermelho, realizadas no laboratorio.

Para realizacdo das fermentagdes, foram utilizadas garrafas de polietileno de 2 L de
volume, fechados com rolha de algodao. Assim, ao longo da fermentagdo, os microrganismos
consumiam o oxigénio dentro da garrafa, produzindo CO», e como o tampao ¢ uma barreira a
entrada de ar, ¢ possivel que pouco oxigénio do ar externo entrasse, criando um ambiente
anaerobio induzido com baixa concentracao de oxigénio.

As fermentacdes foram realizadas em batelada, sendo o volume util de 1,5 L de café
(Figura 11). Foram aspergidos em cada garrafa 15 mL de indculo, sendo ino6culos de FX 10 ou
RX 60 e o controle sem adicao de leveduras. Em seguida, as garrafas foram acondicionadas em
ambiente de temperatura controlada, por tempos pré-determinados. O controle de temperatura
externa das fermentacgdes foi realizado por BOD (Tecnal, modelo TE-421). Ao final de cada
fermentagdo amostras de 100 g foram retiradas das garrafas e armazenadas em ultrafreezer (-
80°C), para as andlises de agucares, alcoois e acidos. O café restante foi retirado das garrafas,
lavado para cessar a fermentagdo e encaminhado para a secagem em terreiro suspenso.

Para avaliar a influéncia da temperatura e do tempo de fermentacdo nos metabolitos
produzidos durante a fermentacdo e nos atributos sensoriais da bebida, foram realizados
experimentos através de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Variou-se a
temperatura externa e o tempo das fermentagdes utilizando o alfa de rotacionalidade de 1,4142,
totalizando 11 experimentos para as fermentagdes induzidas com os indculos de FX10 e RX60
e 11 experimentos para o controle (sem indculo). Todas as fermentagdes foram realizadas em
triplicata para se ter maior confiabilidade nos dados.

Escolheu-se como ponto central do planejamento um valor de temperatura comum nesta época
do ano na cidade de Patos de Minas (julho), que ¢ de 22°C, e a partir do ponto central, obteve-

se as seguintes temperatura de 13,5; 16; 22; 28 e 30,48°C. O ponto central para o tempo de
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fermentagdo, 72 h, foi escolhido baseado em estudos preliminares, em que foram obtidas
bebidas de alta qualidade utilizando esta mesma cultivar e os mesmos indculos. O tempo de
fermentagao variou de 38,05; 48; 72; 96 ¢ 105,94 horas, valores encontrados na literatura
(EVANGELISTA et al., 2014; FILETE et al.,2020).

Na Tabela 8 encontram-se os valores codificados e ndo codificados do DCCR. As
variaveis independentes foram transformadas na sua forma adimensional de acordo com a

equagao codificada proposta para o tempo (1.2) e temperatura (1.3).

Tabela 8.Delineamento composto central rotacional (DCCR)

Variavel ndo Codificada| Variavel Codificada
Tempo | Temperatura| Tempo ‘ Temperatura
1 48(h) 16°C -1 -1
2 96(h) 16°C 1 -1
3 48(h) 28°C -1 1
4 96(h) 28°C 1 1
5  38,05(h) 22°C -0, 0
Fi%%&‘}%&? 6 10594(h)  22°C a 0
7 72(h) 13,51°C 0 -0l
8 72(h) 30,48°C 0 o
9 72(h) 22°C 0 0
10 72(h) 22°C 0 0
11 72(h) 22°C 0 0
ti = t(h)——72 (1.2)

24
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_T(°C) — 22

o
! 6

(1.3)

Figura 11.Fermentacdes em estado sélido anaerdbia induzida (SIAF) utilizando frutos cereja
descascados (CD) da cultivar Bourbon Vermelho realizadas no laboratério de Processos
Fermentativos e Enzimaticos (LAPFE)- UFU- Patos de Minas.

.|

Fonte: Autor, 2021.

4.3.Secagem

O processo de secagem (Figura 12) iniciou-se logo ap6s o final da fermentagdo e foi
realizado em terreiro suspenso com altura de 60cm, até a umidade final dos graos atingirem 10
a 12%, com duragcdo média de 15 dias para completa secagem. Depois as amostras foram
retiradas dos terreiros e armazenadas por 20 dias em sacos de juta ao abrigo de umidade e
incidéncia de luz. Posteriormente aos 20 dias de descanso as amostras foram encaminhadas para
a propriedade rural para o processo de remocdo do pergaminho por um moinho mecanico
(Modelo DRC; Pinhalense). Esta etapa transforma o cereja descascado em café verde cru sem
classificagdo e em seguida os grdos crus foram armazenados até o momento das analises

sensoriais.
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Figura 12.Secagem dos cafés fermentados em terreiro suspenso e armazenamento em sacos de
juta

Fonte: Autor, 2021.

4.3.1. Determinacao de acidos organicos, alcoois e agucares

Os acucares (sacarose, frutose e glicose), alcoois (glicerol, etanol), dcidos organicos
(citrico, malico, latico, succinico, acético, propionico, butirico) foram analisados utilizando um
sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

As amostras de cafés coletadas ao longo da fermentacdo foram pesadas (10g) e
colocadas em um Becker de 150mL com 90mL de 4gua deionizada, em seguida trituradas em
liquidificador industrial (Camargo, 2L 800W/22000rpm) por 2 minutos em temperatura
ambiente. Os extratos foram decantados e centrifugados a 10.000 rpm, 17°C por 15 minutos em
centrifuga (Heal Force, modelo Neofugel5R). As amostras foram filtradas em filtro de acetato
de celulose de 0,22 um e injetadas no sistema cromatografico (HPLC) de marca Shimadzu,
modelo LC-20A Prominence, coluna SUPELCOGEL C-610H (30 mm X 7,8 mm). A fase movel
utilizada foi uma solug@o aquosa de acido fosforico a 0,1%, vazdo do eluente de 0,5 mL/min,
temperatura do forno de 32°C, duracdo de 35 min e volume de inje¢do de 20,0 puL. A
concentracgdo de agticares e etanol foram determinadas por indice de refragdo e os acidos foram
detectados usando um detector de arranjo de fotodiodos (PDA) a 210 nm (LOPES., 2017). Os
resultados foram processados usando o software LC-Solutions a partir de suas respectivas

curvas de calibragdo. Todos os resultados obtidos foram em base seca.
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4.3.2. Analise sensorial

Para a analise sensorial as amostras do grao verde foram classificadas de acordo com os
protocolos de Cupping Specialty Coffee Association (SCA., 2015). Cada amostra foi torrada
com 24 horas de antecedéncia para avaliagdo. A intensidade da torra foi média. Um painel de
cinco especialistas em café treinados, com Q-Grader Coffee Certificate, avaliaram as amostras.
A metodologia aplicada para avaliar o café foi conduzida segundo os padrdes SCA, que avaliam
dez atributos sensoriais: aroma, dogura, geral, sabor, corpo, uniformidade, balanco, limpeza,
acidez, finalizagao (SCA, 2015). Estas andlises foram realizadas na Fazenda Chué em Patos de

Minas-MG.

4.4.Resultados e discussao

Com os dados experimentais obtidos pelo delineamento composto central rotacional
(DCCR) realizou-se uma regressao multipla obtendo um modelo matematico reduzido.
Avaliou-se através do diagrama de Pareto as varidveis, tempo e temperatura, que influenciaram
nas respostas analisadas ( p < 0,10). Observou-se efeitos significativos do tempo e da
temperatura no consumo dos acucares, producdo de alcoois e acidos organicos durante o

processo fermentativo, dentro das condigdes estudadas.

Nas Tabelas de 9 a 17, estdo os ajustes do modelo matematico reduzido com os
intervalos de tempo e temperatura com as regides obtidas pelo ajuste do modelo aos dados
experimentais que correspondem as melhores condigdes de resultado obtido para as
concentracdes de acucares, alcoois e acidos. O critério foi um nimero utilizado para delimitar

os resultados dessas regides obtidas pelos ajustes.

4.5.Influéncia do tempo e temperatura no consumo de acucares (p < 0,10).

A concentracdo inicial da sacarose para os cafés cereja descascados foi de 15,13 (g/Kg)
e o minimo de sacarose obtido pelos modelos reduzido de regressao multipla das fermentagdes
utilizando leveduras FX10, RX60 e sem ino6culo, foram 2,18; 2,84 e 1,62 g/Kg,
respectivamente (Tabela 9 ). O café testemunha apresentou 14,53g/Kg de sacarose no final da
secagem, indicando que ocorreu baixa hidrélise da sacarose sem o uso de fermentagdo

controlada.
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A partir dos resultados obtidos para a sacarose nos processos fermentativos com as
leveduras FX10, RX60 e na fermentacdo controle observou-se que o maior consumo de
sacarose durante a fermentacdo ocorreu nas regides em verde escuro, demostrados na Figura 13
e as melhores faixas de tempo e temperatura, conforme o modelo reduzido foram descritos na

Tabela 9.

Pelas equacdes dos modelos reduzidos, presentes na Figura 13, constata-se que o
aumento do tempo e da temperatura influenciaram na diminui¢ao da concentragdo da sacarose
para os trés processos fermentativos. Em relagao ao coeficiente de determinacao encontrado foi
de 95% para FX10, 88% para RX60 e 99% para o controle mostrando um bom ajuste do modelo

aos dados experimentais.

Tabela 9. Regides de menor concentracao de sacarose determinadas a partir da superficie de
resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo nas fermentacdes com as leveduras
FX10, RX60 e controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de menor Ponto de minimo
Fermentacoes concentracao de sacarose
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
Y®) (g/Kg)  (h) Y®) (g/Kg)
FX10 77,73<t<105,94 19,43<T<28,22 <4 105,94 23,82 2,18
RX60 70,73<t<105,94 14,56<T<25,49 <4 105,94 18,13 2,84

Controle 74,82<t<87,73  24,99<T<29,65 <2 81,27 27,32 1,62
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Figura 13.Concentracdo da Sacarose nas fermentagdes utilizando FX10, RX60, Controle (p <
0,10).
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A concentragdo inicial da glicose para o café cereja descascado foi de 4,05 g/Kg. O
tratamento denominado de testemunha alcangou uma concentragdo final de 0,72g/Kg no final
do processo de secagem e fermentagdo ocorridos simultaneamente no periodo de 23 dias em
terreiro suspenso, concentragdo mensurada pelo testemunha foi menor do que os valores
encontrados nas fermentagdes com a levedura FX10 e controle como demonstrados na Tabela
10.

Em relagdo ao coeficiente de determinacdo, R?, para o modelo matematico em relacao
a concentracdo da glicose nas fermentagdes foi de 88%, 90% e 94% utilizando as leveduras

FX10, RX60 e controle, respectivamente. A menor concentragdo de glicose encontrada nas
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fermentagdes FX10, RX60 e controle foi obtida com a levedura RX60 e segundo o modelo
reduzido a melhor regido de consumo da glicose foi na temperatura de 30,48°C no tempo de
105,94h identificadas na Tabela 10.

Como observado no modelo matematico do ajuste reduzido aos dados experimentais
citados na Figura 14, o aumento da temperatura influenciou no aumento do consumo da glicose
nos trés processos de fermentagao e o aumento do tempo contribuiu para queda na concentragao

da glicose nas fermentagdes utilizando a levedura RX60 e fermenta¢do controle.

Tabela 10. Regides de menor concentracao de glicose determinadas a partir da superficie de
resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentacdo FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de menor Ponto de minimo
Fermentacoes concentracao de glicose
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
O (gKg) () O (g/Kg)
FX10 41,11<t<67,68  22,16<T<25,11 <1,6 54,43 23,63 1,55
RX60 38,05<t<105,94 16,74<T<30,48 <1 105,94 30,48 0,22

Controle 38,05<t<89,36  22,10<T<30,48 <2 58,30 30,48 1,09
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Figura 14.Concentracdo da Glicose nas fermentacdes utilizando FX10, RX60, Controle (p <

0,10).
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Em todos os tratamentos realizados pelo estudo em questdo a concentragdo da frutose,

ver Apéndice — A, foi maior em relagdo as concentragdes da glicose e resultados semelhantes

também foram observadas pelos pesquisadores Martinez ef al., (2017). Isso pode ser explicado

por que o microrganismo consome primeiramente as fontes de glicose para depois consumir a

frutose e também o nivel de maturagdo do fruto cereja e o método de processamento utilizado

podem influenciar na concentragdo dos agticares (KNOPP et al., 2006; QUINTERO et al.,

2012)
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Elhalis et al., (2020a) estudaram a influéncia da presenga do antifingico Natamicina nas
fermentagdes de café com a cultivar Bourbon. Os autores encontraram nas fermentagdes sem
Natamicina que a sacarose foi totalmente hidrolisada no final das fermentagdes, a glicose e
frutose diminuiram 9% e 4%, respectivamente. Em comparagdo, as taxas de utilizacdo dos
acucares foram muito mais lentas nas fermenta¢des com a presen¢a de Natamicina, onde os
niveis de sacarose, glicose e frutose cairam para 5%, 13% e 12%, respectivamente.

Da Mota et al., 2022 realizaram fermentacao aerdbia auto induzida (SIAF) e o método
convencional realizado com bombonas de Polietileno de alta densidade com a cultivar Catuai
amarelo, frutos cereja (C) e cereja descascado (CD), em 87 horas de fermentacao sendo as
amostras retiradas com temperaturas especificas de 18, 22 e 30°C. Segundo os autores, o
método SIAF e o método convencional influenciaram na concentracao dos compostos no cafeé.
No método SIAF com café cereja, as concentragcdes de sacarose observadas foram de 4,466
g/Kg em zero hora, 1,328g/Kg em 22h e ndo foi detectado em 87h. As concentragdes de glicose
foram de 9,806 g/Kg em zero horas, 4,358g/Kg em 22h e 0,448 com 87h. As concentragdes de
frutose observadas foram de 17,75 g/Kg em zero hora, 6,76 g/Kg com 22h e 1,31g/Kg final. No
processo SIAF com o café cereja descascado, a sacarose foi detectada apenas no tempo inicial
numa concentracao de 0,548 g/Kg. Ja as concentragdes de glicose e frutose foram de
respectivamente 4.581 e 4,84 g/Kg em zero hora, 1,152 ¢ 0,21g/Kg com 22h e 0,939 ¢ 0,06
g/Kg em 87h. No método convencional tanto nos cafés cereja e cereja descascado os agucares
foram praticamente todos consumidos com 22h para a sacarose, glicose e frutose com 87 horas.

Segundo Martinez et al., (2017) no processo fermentativo ocorre uma hidrélise dos
actcares, uma vez que eles sdo consumidos pela microbiota afim de produzir metabolitos

(acidos, alcoois) que irdo se difundir para o interior do grao modificando os perfis sensoriais.
4.6. Influéncia do tempo e temperatura na producio de Alcoois (p < 0, 10).

No café cereja descascado, glicerol e etanol ndo foram detectados antes do processo
fermentativo. Pelas equacdes dos modelos reduzido de regressdo multipla observa-se que para
cada fermentacdo as varidveis tempo e temperatura influenciaram na concentragao de glicerol
e alcool de uma maneira especifica.

As regides de obtencdo das maiores concentragdes de glicerol obtidas no estudo pelo
planejamento DCCR foram bem definidas, sendo destacadas na coloragdo vermelho escuro,
como observado na Figura 15 para todos os processos fermentativos realizados tanto para as

leveduras FX10 e RX60 e para o controle. Através do modelo matematico reduzido pode-se
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obter a faixa experimental de tempo e temperatura onde as concentragdes maximas encontradas
foram de 1,29 g/Kg FX10, 1,58 g/Kg RX60 ¢ 0,90 g/Kg para o controle. Em relagdo ao
coeficiente de determinagdo R? foi 89% para FX10, 94% para RX60 e 96% para o controle.

Nas fermentagdes estudadas as concentragdes de glicerol foram maiores nas
fermentagdes utilizando os inéculos RX60 e FX10 se comparada a fermentacdo controle, como
representados na Tabela 11. Nas fermentacdes com 105,94h de duragio e temperatura de 22°C,
foi mensurado zero concentragao de glicerol para o controle e para a levedura FX10, ja para a
levedura RX60 foi mensurado 0,97g/Kg de glicerol, ver Apéndice — A, com os dados obtidos.

No café testemunha foi detectado a concentracao de 0,21 g/Kg de glicerol com 23 dias
em terreiro suspenso, o aumento da concentragdo indica que o glicerol ¢ um produto obtido
através do processo fermentativo, pois, ele ndo foi detectado anteriormente pela analise inicial
do grao cereja descascado.

Nas fermentacodes utilizando as leveduras RX60 observa-se que a regido de maior
concentracao alcangou resultados acima 1,4 g/Kg de glicerol, demonstrados na Tabela 11,
proximo ao resultado que Elhalis et al, (2020a) relataram, onde o glicerol, no processo
fermentativo natural, sem indculo, e em processo umido, s6 foi detectado apos 24h de
fermentagdo na cultivar de café¢ Bourbon, com concentracao inicial de 0,9g/100g, e depois
aumentou lentamente para 1,2g/100g no final da fermentagdao com tempo de 36h na auséncia
de um antifingico Natamicina.

Os resultados obtidos nas fermentagdes com as leveduras FX10 e RX60 e fermentacao
controle, necessitaram de um tempo maior se comparada ao tempo obtido por VAZ., (2021) o
qual relata que a maior concentragdo de glicerol observada foi entre o tempo de 30 a 50h de
fermentag¢do com temperatura acima de 24°C.

O resultado da concentracao de glicerol encontradas nas fermenta¢des com FX10, RX60
e controle ratifica que o glicerol s6 ¢ encontrado quando o grdo passa por um processo
fermentativo (ELHALIS et al., 2020a; ELHALIS et al., 2020b).

O glicerol ¢ um poliol com um carater incolor, inodoro e viscoso, além de ter uma
sensacao oleosa, confere corpo a bebida. Possui um gosto adocicado e contribui para qualidade
e caracteristicas sensoriais, porém, ndo impacta diretamente nas caracteristicas aromaticas

(ZHENG-XIANG et al., 2001; SWIEGERS et al., 2005; DU et al., 2012).
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Tabela 11. Regides de maior concentracdo de glicerol determinadas a partir da superficie de

resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentacao FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior

Ponto de maximo

Fermentagoes concentragao de glicerol
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
0 (gKg) (b O (g/Kg)
FX10 62,24<t<82,36 19,47<T<25,49 >1,2 72,30 22,48 1,29
RX60 65,03<t<96,77 21,51<T<30,48 >1,4 80,93 26,08 1,58
Controle 59,39<t<84,60 22,21<T<30,48 >0,8 72,03 26,50 0,90

Figura 15. Concentragcdo do Glicerol nas fermentagdes utilizando FX10, RX60, Controle ( p

<0,10).
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Para a produgdo do etanol nas fermentagdes controle, sem inoculo, a regido de maior
concentracgao de etanol estd dispersa ao longo do intervalo de tempo e temperatura estudado, ja
para as fermentacdes utilizando as leveduras FX10 e RX60 as regioes que apresentam maiores
concentragdes de etanol estdo definidas na Tabela 12 e apresentadas em vermelho escuro na
Figura 16.

Observou-se que o aumento do tempo e da temperatura influenciaram no aumento da
producdo de etanol nas fermentagdes utilizando FX10 e controle, enquanto para as
fermentagdes com leveduras RX60 a influéncia direta no aumento da producao de etanol foi
apenas com o aumento do tempo, como pode-se observar pelo modelo matematico ajustado na
Figura 16.

Inicialmente nao detectou-se a presenca de etanol no café cereja descascado e no final
das fermentagdes as concentracdes maximas obtidas pelo ajuste do modelo reduzido foram de
8,27 g/Kg FX10, 6,60 g/Kg RX60 e 8,73 g/Kg controle, evidenciados na Tabela 12. Em relagao
ao coeficiente de determinacao R? foi 94% para FX10, 91% para RX60 e 80% para o controle.

Tabela 12. Regides de maior concentragdo de etanol determinadas a partir da superficie de
resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentacdo FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior Ponto de maximo
Fermentacoes concentracao de etanol
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
O (g’Kg)  (h) O (g/Kg)
FX10 70,87<t<87,46  20,64<T<25,04 >8 79,16 22,84 8,27
RX60 64,76<t<97,58  18,01<T<26,15 >6 81,20 22,07 6,60

Controle 38,05<t<105,94 18,28<T<30,48 >8 39,68 30,48 8,73
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Figura 16.Concentragdo do Etanol nas fermentagdes utilizando FX10, RX60, Controle ( p <

0,10).
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O etanol apresenta gosto levemente adocicado, auxiliando em estrutura para a bebida e

dilui os compostos volateis (FILHO, 2016). Durante a fermentagdo do café, os agiicares que sdo

consumidos produzem alcoois no meio, o que favorece para um controle bioldgico evitando

multiplicagdo de organismos indesejaveis. O etanol quando liberado adere na superficie do grao

e inibe crescimento microbiano indesejavel (Carvalho et al,

2010). As leveduras

principalmente, Saccharomyces cerevisiae, foram relatadas para responder a esses estresses

R=94%

R*=91%
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ativando diferentes genes reguladores de estresse, que quando em altas concentragdes de etanol
induz uma via de resposta de glicerol e o0 acumula como um soluto compativel (AVALLONE
et al., 2001b; HOHMANN et al., 2009; SAITO & POSAS., 2012; BABAZADEH et al., 2017;
ELHALIS et al.,2020).

Fleet. (2007) refere que o etanol produzido pelas leveduras estimula o crescimento de
bactérias acido acéticas que oxidam o etanol ao acido acético. Este 4acido ¢ importante para
inibir o grao, semente, e desencadear o metabolismo endogeno do grao que gera os precursores

do sabor.

4.7 Influéncia do tempo e da temperatura na producao de acidos organicos (p <

0,10).

Os acidos organicos detectados nas fermentagdes FX10, RX60 e controle foram os
acidos citrico, malico, succinico e acético. J& os acidos latico, propidnico e butirico nao

foram detectados nas fermentagdes .

4.7.1. Acido Citrico.

A tunica regido bem definida que maximiza a concentragdo de &cido citrico, nos
intervalos estudados de temperatura e tempo, foram demonstrados para as fermentacdes
utilizando as leveduras RX60, observado na Figura 17. As concentragdes de acido citrico
tiveram influéncia significativa da temperatura para todas as fermentacdes estudadas,
apresentada pelo modelo ajustado, o que demonstra ser uma variavel importante para a obtengao
desse acido que pode ser relacionado com a acidez encontrada na xicara.,

Nas fermentagdes controle o aumento da temperatura implica em diminui¢ao da
concentracdo do acido, observa-se que a maior concentracao do acido citrico foi obtida para
temperatura de 13,51°C (Tabela 13).

Em relacdo ao coeficiente de determinacdo R? foram encontrados 93%, 99% e 98% para
as fermentacdes com a FX10, RX60 e controle, respectivamente. Inicialmente a concentragdo
inicial do 4cido citrico para o cereja descascado foi de 2,53g/Kg e no final das fermentagdes as
concentragdes maximas obtidas foram de 6,98 g/Kg FX10, 5,83 g/Kg RX60 e 7,22 g/Kg
controle, apresentando um grande aumento com o processo fermentativo. Porém os resultados
encontrados nas fermentacdes foram menores em relagdo a testemunha que obteve a

concentragao final de 13,05 g/Kg.
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Tabela 13. Regides de maior concentracao de acido citrico determinadas a partir da superficie
de resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentagdo FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior

Ponto de maximo

Fermentagoes concentragdo de acido citrico
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
0 (gKg) (b O (g/Kg)
FX10 84,60<t<105,94  26,14<T<30,48 >6 105,94 30,48 6,98
RX60 54,22<t<91,53 17,34<T<28,79 >5 72,84 23,06 5,83
Controle 101,65<t<105,94  13,51<T<16,77 >7 105,94 13,51 7,22

Figura 17.Concentracio do Acido Citrico nas fermentacdes utilizando FX10, RX60, Controle (
p < 0,10).
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4.7.2. Acido Malico.

As concentragdes maximas de acido citrico estdo bem definidas para todas as
fermentagdes apresentadas na Figura 18, sendo os critérios adotados para a obtencdo dessa
regido de maior concentracido que 4 g/Kg nas fermentagdes inoculadas e maior que 5 g/Kg no
controle, Tabela 14 . A maior concentragdo de acido malico encontrada pelo ajuste do modelo
reduzido foi para a fermentagdo controle, 5,63 g/Kg na temperatura 20,34°C ¢ 105,94 h, Tabela
14.

Observa-se que pelas equagdes do modelo em todas as fermentacdes o termo linear da
temperatura foi significativo, sendo que nas fermentacdes RX60 e controle o aumento da
temperatura influéncia na queda da concentracdo do 4acido maélico, ao contrario das
fermentagdes com FX10. O aumento do tempo influenciou no aumento da concentracdo do

acido malico para as fermentacdes controle.

Tabela 14. Regides de maior concentracdo de dcido malico determinadas a partir da superficie
de resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentagao FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior Ponto de maximo
Fermentacoes concentracao de acido malico

Tempo (h) Temperatura (°C) Critério Tempo  Temperatura Valor

(g/Kg) (h) °C) (g/Ke)
FX10 62,45<t<98,60  20,22<T<30,19 >4 80,52 25,19 4,38
RX60 55,86<t<88,47  15,23<T<25,08 >4 72,16 20,15 4,87

Controle 91,67<t<105,94 15,74<T<24,94 >5 105,94 20,34 5,63




Figura 18.Concentrac¢io do Acido Malico nas fermentagoes utilizando FX10, RX60, Controle

( p =0,10).
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4.7.3. Acido Succinico
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O termo linear de tempo e temperatura foram significativos nos modelos para obtengdo

da concentracdo do 4cido succinico para todas as fermentacdes estudadas, sendo que o aumento

no tempo de fermentagdo implica em aumento da concentracdo do &cido, ja o aumento da

temperatura implica no aumento do &cido nas fermentagdes com FX10 e controle, e diminui¢ao

do 4cido na fermentagdo RX60, demonstrados na Figura 19.
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Nas fermentagdes utilizando as leveduras FX10 foi possivel definir uma regido 6tima
nos tempos e temperaturas estudados, sendo encontrada para valores de tempo 68,29 a 84,81h

e temperatura 19,81 a 24,39°C, representados na Tabela 15.

O coeficiente de determinagao R? foi de 95%, 96%, 88% para as fermentacdes controle,
FX10 e RX60, respectivamente, indicando um bom ajuste dos dados experimentais ao modelo,

Figura 19.

No final das fermentacdes nas condigdes Otimas apresentadas na Tabela 15. As
concentracoes de acido succinico obtidas foram de 8,28 g/Kg FX10, 9,79 g/Kg RX60 e 12,94
g/Kg controle, no testemunha foi mensurado uma concentracdo final de 1,08 g/Kg de acido

succinico, menor que os valores encontrados nas fermentagdes controladas.

Tabela 15. Regides de maior concentracdo de acido succinico determinadas a partir da
superficie de resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentagao FX10,
RX60 e controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior Ponto de maximo
Fermentacoes concentracao de acido succinico
Tempo (h) Temperatura  Critério Tempo Temperatura Valor
O (g’Kg) (b Y®) (g/Kg)
FX10 68,29<t<84,81 19,81<T<24,39 >8 76,51 22,10 8,28
RX60 46,61<t<93,91 13,51<T<18,19 >9 70,26 13,51 9,79

Controle 103,22<t<105,94 27,84<T<30,48 >12 105,94 30,48 12,94
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Figura 19.Concentragdo do Acido Succinico nas fermentagdes utilizando FX10, RX60,
Controle (p < 0,10).
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4.7.4. Acido Acético
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A regido definida para obtengdo das maiores concentragdes de dacido acético

apresentados na Figura 20, estd bem definida para as fermentagdes com a levedura FX10 e

controle, sendo elas definidas para concentracdes maiores que 6 e 4 g/Kg, respectivamente na

Tabela 16. As influéncias das varidveis tempo e temperatura na concentrag¢do de acido acético

foram especificas para cada processo fermentativo, ¢ o que demonstra os modelos ajustados
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O coeficiente de determinagdo R? foi 98%, 95%, 96% para as fermentacdes com a
FX10, controle e RX60, respectivamente, indicando um excelente ajuste dos dados
experimentais ao modelo reduzido obtido.

A concentracdo inicial do acido acético para o cereja descascado foi de 0,5g/Kg e as
concentragdes finais maximas obtidas foram 6,56; 4,70; 4,98 ¢ 12,22 g/Kg, para fermentacdes
com FX10, RX60, controle e testemunha. Observa-se que o valor encontrado nos cafés que nao
passaram pelo processo de fermentacdo controlada encontrara valores bem maiores da

concentracao de acido acético o que pode influenciar na qualidade da bebida.

Tabela 16. Regides de maior concentragdo de acido acético determinadas a partir da superficie
de resposta que apresenta o efeito da temperatura e do tempo na fermentacao FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior Ponto de maximo
Fermentacoes concentracao de acido acético
Tempo (h) Temperatura Critério Tempo Temperatura  Valor
Y9 (gKg) () O (g/Kg)
FX10 64,48<t<88,88 19,18<T<25,97 >6 76,65 22,58 6,56
RX60 86,30<t<105,94  21,26<T<30,48 >4 105,94 28,29 4,70

Controle 45,73<t<95,75 18,79<T<30,48 >4 70,74 25,48 4,98
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Figura 20.Concentracdo do Acido Acético nas fermentagoes utilizando FX10, RX60, Controle
(p £0,10).
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No presente estudo constatou-se concentracao dos acidos citrico, malico, succinico e
acético no café cereja descascado iguais a 2,54; 1,76; 0,74 e 0,49, respectivamente, estes sao
considerados como os acidos dos graos verdes favorecendo caracteristicas sensoriais do café
(BRESSANI et al., 2020)

O 4cido malico, acético e succinico detectados neste trabalho provavelmente
aumentaram a acidez no produto final contribuindo para uma boa avalia¢do na analise sensorial
(EVANGELISTA et al.,2014).

As culturas iniciadoras S. cerevisiae FX10 e RX60 ndo favoreceram a producdo de
acidos indesejaveis como o acido butirico e propidnico, portanto influenciaram positivamente
a qualidade final do café sendo muito promissor para uso como inoculadores na fermentacao

do café. A acidez desejavel, como 4cidos citricos e malicos, auxilia para formacao do frescor
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do sabor frutado, a percep¢ao da dogura, e o brilho percebido no sabor (VANDENBERGHE et
al.,2018; FARAH & DE LIMA, 2019).

Da Mota et al., (2022) realizaram fermentagdo aerdbia auto induzida-SIAF com 22 h de
fermentagdo o acido citrico, acido acético e dcido malico foram detectados em concentragdes
mais elevadas no café cereja, enquanto o acido citrico foi detectado apenas no café cereja
descascado. O acido succinico manteve uma concentracdo constante nas primeiras 22h de
fermentagdo no café cereja descascado. No final da fermentagao, dcido malico, etanol e glicerol
nao foram detectados para nenhum dos experimentos.

Bressani et al., (2020) realizaram um estudo de fermentacdo com quatro leveduras
dentre elas a S. cerevisiae (CCMA 0543) nos dois tipos de processamento cereja (C) e cereja
descascado (CD) com as cultivares Bourbon amarelo (BA) e Canario amarelo (CA) no periodo
de 40h e temperatura de 15 a 27 °C (BA) e 18 a 28°C (CA). Em relagdo a levedura S.
cerevisiae (CCMA 0543) o acido citrico na cultivar BA obteve concentracao inicial e final,
respectivamente, de 3,82 - 0,75g /Kg, na BA (C), 0,82 - 1,43g/Kg BA (CD), 1,18 - 1,46g /Kg
CA (C) e 0,65 - 2,08g/Kg CA (CD). Em relagao ao acido malico a concentragdo inicial e final
foi de 2,21 - 0,15g/Kg, na BA (C), 0,37 - 0,20g/Kg BA (CD), 3,90 - 0,18g/Kg CA (C) ¢ 0,46 -
0,03g/Kg CA (CD). Em relacdo ao acido succinico a concentragdao inicial e final,
respectivamente, foi de 1,60 - 0,09g/Kg, na BA (C), 0,33 - 0,15g /Kg BA (CD), 0,18 - 0,17¢g
/Kg CA (C) e 0,42 - 0,12g /Kg CA (CD).

Evangelista et al., (2014) utilizou a S. cerevisiae UFLA YCN727, S. cerevisiae UFLA
YCN724 nos processamentos cereja e cereja descascado com a cultivar Acaia e foram
detectados os acidos citrico, malico, succinico e acético. O acido citrico e o acido malico foram
detectados na fermentacdo inicial 0,57g/kg para o acido citrico e 0,15g/Kg para o malico que
foi detectado apenas no tempo inicial. No tempo de 321h foi mensurado 0,02g/kg de acido
citrico e ndo foi detectado no tempo final de 720h. O 4cido succinico foi detectado no inicio
com a 0,29g/Kg, 0,94g/Kg com 312h e 0,47 g/Kg com 720h. O 4cido acético ndo foi detectado
no inicio, 0,34g/Kg com 312h e 0,10g/Kg com 720h para a S. cerevisiae UFLA YCN727. Para
a segunda levedura S. cerevisiae UFLA YCN724 também foram encontrados os mesmos
acidos. O 4cido citrico foi mensurado nas concentragdes de 0,46g/Kg no tempo inicial,
0,06g/Kg no tempo de 312h e ndo foi detectado no tempo final de 720h, o 4cido malico
0,23g/Kg no tempo inicial apenas. O succinico foi detectado 0,93g/kg no tempo inicial, 0,52
g/Kg no tempo de 312h e 0,10 no tempo de 720h. O acético ndo foi detectado no tempo inicial,
0,08g/Kg no tempo de 312h e 0,21g/Kg no tempo 720h.
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Bressani et al., (2021) em seu estudo com a cultivar Catuai Vermelho IAC-44 detectou
a concentracdo de acido citrico que variou de 2,78 a 4,65 g/Kg antes do processo de
fermentacdo. Apds a fermentagdo com S. cerevisiae CCMA 0543 em um biorreator fechado,
juntamente com o controle apresentaram queda na concentragao de 4cido citrico, indicando o
consumo desse acido em condigdes anaerobias. Resultado diferente ao obtido no estudo com as
leveduras S. cerevisiae FX10 e RX60 que apresentaram um aumento na produgdo do acido
citrico.

O consumo de 4cido citrico e malico pode indicar uma mudanga no metabolismo
microbiano por meio do uso de outras vias metabolicas, como nas fermentagdes vegetais e
frutiferas (ZHANG et al., 2019). O acido malico confere a bebida um sabor leve, menos acido
que o acido citrico, e ¢ mais persistente, com notas frutadas, principalmente maca verde
(FARAH & DE LIMA, 2019). Além disso, as leveduras também podem consumir 4cido malico
convertendo em etanol por desacidificacdo malo-etanol (VILELA, 2017).

A produgao de acido succinico por levedura ¢ feita principalmente pelo ciclo glicerato
e pelo ciclo de reducdo do acido citrico (JAYARAM, CUYVERS, VERSTREPEN,
DELCOUR, & COURTIN, 2014). Em concentragdes moderadas, o acido acético também
contribui para formag¢dao de aroma frutados, vinhosos (SENINDE & CHAMBERS, 2020).
Segundo Giénzle, 2015, o acido malico pode ser convertido em 4acido lactico através da
fermentagdo malolatica, porém o acido lactico ndo foi detectado no presente estudo com as
leveduras FX10 e RX60 e nem no controle, enquanto o acido citrico pode ser convertido em
acido lactico e/ou acido acético, seguindo o metabolismo do piruvato, ou acido succinico
através do ramo redutivo do ciclo do acido tricarboxilico.

Segundo Yeager et al., 2021 na revisao dos acidos organicos presentes no café, referem
que ndo existe um critério universal para definir os niveis de acidos encontrados nos graos de
café, tornando-o especialmente dificil de comparar as concentragcdes que dependem de varios
fatores como ambientes, cultivar, manejo e nutrigdo do cafeeiro, método de colheita e
processamento, secagem e torra. Portanto, sdo muitos fatores que aumentam a complexidade
de se definir uma faixa 6tima para a producao dos 4cidos organicos no café.

Como observado no presente estudo, a acidez desempenha um papel importante que
precisa estar em equilibrio, pois, a acidez adiciona uma maior complexidade e profundidade na
avaliag@o da andlise sensorial da bebida de café. Sabe-se que no café existem muitos acidos, no
entanto, o perfil 4cido de uma xicara ¢ definido e moldado ao longo da cadeia de producao,
desde a semente, passando pelo fruto até o grao verde. Entdo, todos esses fatores afetam tanto

o tipo quanto a quantidade de acidez percebida pela avaliacdo sensorial na bebida final.
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4.8.Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada conforme o protocolo de Cupping Specialty Coffee
Association (SCA., 2015). Constou pela avaliacdo fisica onde a cor de todos os experimentos
apresentaram-se com coloragdo verde azulado caracteristico de cafés normais, a aparéncia
normal e sem odor estranho.

Nas analises de superficie de resposta para as fermentagdes apresentadas na Figura 21,
observa-se a regido de maior nota na coloracao vermelho escuro, cujos intervalos das regides
sdo especificos para cada fermentagio, na Tabela 17. E interessante observar que a temperatura
de 25°C ¢ comum em todos os intervalos de maximizacdo da nota para as fermentacdes
estudadas. Para a levedura FX10 a melhor faixa que se obteve para producao de cafés especiais
foi no tempo de 90,85 a 97,79 horas e temperatura de 26,37 a 28,99°C com nota final acima de
84,0 pontos.

Os critérios adotados para obtencdo das regides de maior nota obtida pelo modelo
matematico ajustado aos dados experimentais foram maiores que 84 pontos para as
fermentagdes com FX10, maior que 85 pontos para RX60 e maior que 83 pontos para o controle,
conforme demonstrado na Tabela 17. Os cafés que alcangaram a maior pontuacao, 85,27
pontos, foram aqueles das fermentagdes com leveduras RX60 a 73,25 horas na temperatura de

26,76°C.

Tabela 17. Regides de melhor nota determinada a partir da superficie de resposta que apresenta
o efeito da temperatura e do tempo nas analises sensoriais com as fermentagdes FX10, RX60 e
controle, do café Bourbon Vermelho.

Faixa experimental com a regido de maior Ponto de maximo

Fermentacoes nota

Tempo (h) Temperatura (°C) Nota Tempo Temperatura Nota

(h) O
FX10 90,85<t<97,79  26,37<T<28,99 >84 9432 27,68 84,01
RX60 63,67<t<82,77  23,06<T<30,48 >85 73,25 26,76 85,27
Controle 58,51<t<105,94 19,69<T<30,48 >83 83,51 25,72 83,44

Os coeficientes de determinagdo R? obtidos foram 91%, 96% e 88% para Fx10, RX60 e

controle, respectivamente.
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De acordo com a metodologia SCA, as amostras com pontuagdo maior ou igual a 80

pontos sdo classificadas como cafés especiais - muito bom quando as pontuacdes estdo na faixa

de 80-84 pontos e excelente para pontuagdes de 85 a 89 pontos (BOREM et al., 2021).

Figura 21.Superficie de resposta obtida através da avaliagdo sensorial (p < 0,10).
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Nos experimentos centrais, apresentado na Tabela 18, utilizou-se 72 horas de

fermentagdo com temperatura de 22°C obteve-se pontuacdes médias muito proximas entre os

fermentados com as leveduras FX10 (83,42) e Controle (83,25), ja para as fermentacdes com

leveduras RX60 apresentaram pontuacao média de 84,8 pontos, sendo esta levedura mais

promissora para obtencdo de cafés especiais.

Tabela 18.M¢dia das notas finais nos tratamentos FX10, RX60 e Controle

Experimentos (S. Cerevisiae) FX10 | (S. Cerevisiae) RX60 | Controle Sem indculo
Tempo Temperatura Total Total Total
1 48(-1) 16(-1) 82,25+0,58 81,87+0,39 82,5+0,86
2 96(+1) 16(-1) 81,81+0,83 80,33+0,53 82+1,14
3 48(-1) 28(+1) 82,12+1,46 82,87+0,82 82,44+0,96
4 96(+1) 28(+1) 83+1,59 83,31+1,01 83,57+1,32
5  38,05(-a) 22(0) 82+0,25 81,62+1,13 82+0,67
6 105,94(+a) 22(0) 82,25+1,02 81,25+0,77 82,75+1,34
7 72(0) 13,51(-0) 82,5+0,84 81,68+1,69 82,5+0,54
8 72(0) 30,48(+a) 83,33+1,26 85,37+1,78 83,97+1,16
9 72(0) 22(0) 83+0,57 85,25+1,22 83+1,18
10 72(0) 22(0) 83,75+1,15 85+1,03 83,75+1,12
11 72(0) 22(0) 83,5+1,14 84,2+1,10 83+1,17
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Os dados experimentais na Tabela 18 mostraram que nos pontos centrais de todas as
fermentagdes apresentaram os melhores resultados sensoriais. Um experimento denominado de
testemunha, onde o processo de fermentagdo e secagem ocorrem simultaneamente no terreiro,
foi utilizado para comparar com os resultados dos experimentos. Essa testemunha obteve
pontuacdo sensorial de 81 pontos, resultados que indicam que utilizando o processo de
fermentagdo controlada com as leveduras S. cerevisiae FX10, RX60 e sem indculo,
apresentaram melhores resultados sensoriais em detrimento do testemunha.

Bressani et al., (2019) obteve pontuagdo de 84 pontos em cafés inoculados com S.
cerevisiae CMA0543 no processamento seco. Carvalho Neto et al, (2018) relatou em seu
estudo que ao controlar a temperatura em 30°C, no processamento imido conseguiu melhorar
a qualidade do café.

Evangelista et al., (2014) em seu estudo com a cultivar Acaid e as leveduras S.
cerevisiae UFLA YCN727, S. cerevisiae UFLA YCN724, C. parapsilosis UFLA YCN448
e Pichia guilliermondii UFLA YCN731 no processamento semisseco obtiveram que no café
inoculado com UFLA YCN448 ¢ o controle do café com UFLA YCN727 marcaram 80 pontos
no geral, o que indica uma qualidade boa do café. Ja o café inoculado com UFLA YCN724 ¢
UFLA YCN731 obtiveram pontuagao total de 79,33 e 74,17, portanto nao sendo considerado
como especial.

Ribeiro et al., (2017) utilizaram as leveduras S. cerevisiae CCMA 0543 ¢ CCMA 0200
com as cultivares ouro amarelo (OA) e mundo novo (MN) também no processamento semisseco
por um periodo de 284 h. O café¢ mundo novo apresentou pontuagao total de 84,25 (controle),
80,13 inoculados com CCMA 0200 e 82,63 inoculados com CCMA 0543. Para a cultivar ouro
amarelo foram de 81,38 pontos para o controle, 83,25 inoculados com CCMA 0200 ¢ 82,88
para a fermentacdo com CCMA 0543, respectivamente.

Martinez et al., (2017) utilizaram trés leveduras para fermentagdo S. cerevisiae (CCMA
0543), C. parapsilosis (CCMA 0544) e T. delbrueckii (CCMA 0684) na variedade Catuai
amarelo no processamento semisseco com o tempo de 352 h. Alcangaram resultados sensoriais
parecidos ndo sendo observada diferenga significativa entre os tratamentos e os métodos de
inoculacdo. Porém, o todos os tratamentos obtiveram pontuacdo acima de 80. As bebidas de
cafés produzidas obtiveram pontuacdes de 81,4 para o controle, 81,0 para a T.
delbrueckii (CCMA 0684), 81,3 com C. parapsilose (CCMA 0544) e 81,4, com a S
cerevisiae (CCMA 0543).

Muitas vezes a descrigdo cientifica da acidez com a descrigdao da acidez sensorial do

café ¢ confundida. Na ciéncia, a acidez ¢ classificada em uma escala de pH onde abaixo de 7 ¢
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considerado acido, acima de 7 ¢ considerado basico e igual a 7 € considerado neutro. No entanto,
essa percepg¢do na analise sensorial do café ndo costuma-se pensar onde ele cai na escala de pH.
Portanto, mesmo quando o pH indica um certo nivel de acidez, a experiéncia sensorial pode ser
percebida de maneira diferente (SIVETZ et al., 1979). E nesse contexto, a analises dos acidos
organicos, a acidez predominante foi a citrica, ¢ os atributos sensoriais mais relevantes
destacados pelos O-grades em relagao as andlises do café Bourbon Vermelho com as leveduras

FX10 e RX60 e o controle estdo apresentados na Tabela 19.

As leveduras FX10 e RX60 tiveram um papel fundamental visto que aprimoraram os
atributos da cultivar Bourbon Vermelho que ¢ conhecida pelo seu sabor adocicado, que pelo
processo de quebra dos carboidratos, durante a torra, produzem os furanos que explicam os
aromas doces e caramelo, notas de chocolate ¢ avelas. Em relagdo ao testemunha os atributos
sensoriais descritos pelos Q-grades foram avela, chocolate ao leite, caramelo, limao e cha preto,
0 que nao houve muita diferenca dos atributos caracteristicos da cultivar Bourbon Vermelho,
exceto pelo limdo e o chd preto que pode ter sido mais evidente pelos altos niveis de acido
citrico 13g/Kg.

Segundo dados do Laboratério LAFFORT a levedura FX10, ver Apéndice — C, ¢
recomendada para vinhos elegantes e estruturados destinados ao envelhecimento, e definido
pela sua elegancia, combinando estrutura, paladar e intensidade da cor e possui tolerancia a alta
temperatura, garantindo uma fermentacdo segura mesmo em condigdes desfavoraveis. E a
levedura RX60, ver Apéndice — D, ¢ indicada para vinhos tintos frutados e picantes com boa
sensacdo na boca, possui alta tolerancia ao alcool presente no meio fermentativo e adaptado a

fermentagdo em condi¢des adversas. E possui alta produgdo de aroma frutado.

Tabela 19.Andlise sensorial realizadas pelos O-Graders

Analise Sensorial

Avela Chocolate amargo Creme Nozes
Améndoa Cacau Flor de laranjeira ~ Rapadura
FX10 Baunilha Castanha Manteiga Limao
Caramelo Creme de leite Mel
Chocolate Cereal Morango
Avela Chocolate ao leite ~ Chocolate amargo Laranja  Vinho tinto
Amendoim Chocolate Doce de leite Nozes
RX60  Améndoa Caramelo Floral Pimenta
Baunilha Cereal Frutado Pao torrado
Cacau Cha de rosas Frutas amarelas Rapadura

Controle Avela Chocolate Herbal Morango



Améndoa Castanha
Baunilha Frutas amarelas
Caramelo Floral

Laranja
Licores
Mel
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Nozes
Uva
Vinho

Na Tabela 20 estdo apresentados os atributos sensoriais encontrados em diversos

processamento fermentativos com a leveduras S. cerevisiae, que foram isoladas do proprio café

a S. cerevisiae CCMA 0543 foi isolada da cultivar Acaia que € a antiga S. cerevisiae YCN727,

e a S. cerevisiae YCN724 que foi isolada da cana de agucar, em diferentes cultivares, tempos e

temperaturas da literatura.

Tabela 20.Efeitos da fermentagdo em diversas cultivares com inoculagdo da S. cerevisisae.

. . . T . ..
Autores Cultivar | Processamento | Microrganismos e?gg;?ra/ Atributos Sensoriais
27h Acidez, docura média a alta,
16.5°C a corpo denso a médio e
Bressani e |Mundo  [Seco/ S. cerevisiae 240 (’: (massa) predominio de 4cido malico
al., (2021) |Novo semisseco (CCMA 0543) (seco), acido citrico, Frutas
18 a22 citricas, agticares caramelizados
°C(ambiente) (semisseco)
Natural
Martinez et |Catuai Seco/Semisseco /Saccharomyces 16h Chocolate, frutado, floral,
al., (2021) |Vermelho g?fsvisiae CCMA 23 2 27°C ameixa e péssego (Nat)
Bourbon 70h
Amarelo Saccharomyces
Da Mota et ’ . .. .
(2020 Seco/Semisseco|cerevisiae (CCMA | [goc 220C e Corpo, acidez, dogura
al., (2020) | Catucai e 0543) 3’00C
Rubi
Bressani et | Catuai Seco S cerevisiae 0543 16h Notas sensoriais exdticas de
al.,, (2018) | amarelo ' caju
Martinez ef | Catuai Tempqatura sabores e cheiros parecidos com
al, 2017) | Amarelo Semisseco |S. cerevisiae 0543 ambiente/ frutas, doces, caramelos, nozes
b 350h e florais
Pereira ef al Temperatura Produgao de bebidas de café
(2015) ‘| Catuai Umido Saccharomyces sp. ambielil te / 24| €OM altas pontuagdes sensoriais
para frutas, amanteigadas
: Temperatura
Evangelista ., . S.cerevisiae i sabor frutado caramelo seguido
etal Acai Semisseco ambiente/
; YCN724 e 727 elo sabor amargo
2014b P &
( ) 720h
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Observa-se pelos resultados sensoriais apresentados na Tabela 20, a influéncia do tempo
e da temperatura nas caracteristicas sensoriais relatadas nos trabalhos cientificos, o que
corrobora com o objetivo do presente estudo que foi detectar essa influéncia no café Bourbon
vermelho cereja descascado. Assim, as fermentag¢des conduzidas pelas leveduras FX10 e RX60
comerciais inoculada na cultivar do café¢ Bourbon Vermelho contribuiram positivamente para
formacgao de novos atributos sensoriais, como evidenciados na Tabela 19 de avaliagdo dos Q-

Graders que os qualificam como especiais.

4.9.Conclusao

Como apresentado pelo estudo, as leveduras FX10 e RX60 obtiveram um papel
fundamental para a produgdo de bebidas com qualidade superior bem como para o aumento

dos atributos sensoriais.

A cultivar Bourbon Vermelho se mostrou apta para a producao de cafés fermentados

com caracteristicas sensoriais positivas.

A influéncia do tempo e temperatura nos resultados das fermentagdes controle € com os
inoculos FX10 e RX60 foi constatada nas analises sensoriais do café, nas concentragdes de

acidos organicos obtidos, no consumo de acticares e na produgao de alcoois.

A fermentagdo realizada nos biorreatores obteve um impacto positivo pois manteve o
ambiente controlado e favordvel para o desenvolvimento das leveduras em consumir os
acucares presentes no meio e produzir os acidos organicos do café como acido citrico, malico

e succinico e obter atributos sensoriais definidos pelos O-graders .

As concentragdes de actcares, alcool e 4cidos organicos estudados pelo delineamento
composto central rotacional com tempo e temperatura fixos ndo apresentaram concentragdes
proximos ao da literatura. E em relacdo a analise sensorial o tempo e a temperatura que
obtiveram as bebidas com melhores pontuacdes foram 72h e 26°C, respectivamente, com
pontuacdo de 85,27 pontos com a levedura RX60, ja para as bebidas fermentadas com a
levedura FX10 o tempo foi de 94h e a temperatura de 27°C que alcangaram pontuagdes de 84,01
pontos e para o controle o tempo de 83h e temperatura de 25°C obtiveram pontuagdes de 83,44
pontos. Portanto, as leveduras RX60 e FX10 que alcancaram melhores pontuagdes em relacao

ao testemunha que obteve 81 pontos.
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A utilizacdo das leveduras FX10 e RX60 ndo favoreceram o desenvolvimento dos
acidos butirico e propionico que sdo associados ao gosto estranho na bebido como cebola,

iodoformio, que podem depreciar a qualidade e desclassificar os cafés como especiais.

Portanto, as leveduras FX10 e RX60 podem ser utilizadas como culturas iniciadoras,

com seguranga, por manter os padrdes de qualidade da bebida.
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CAPITULO 5. Propostas para trabalhos futuros.

Avaliar outras cultivares com a inoculagdo das leveduras FX10 e RX60.

Efetuar a inoculagdo em cultivares que ndo sdo consideradas para a producao de cafés
especiais.

Analise dos acidos organicos pela cromatografia gasosa.

Combinar as leveduras FX10 e RX60 com bactérias acido laticas.

Avaliara o processo fermentativo em outras regides com as leveduras FX10 e RX60.
Avaliar outros faixas de tempo e temperatura em tratamentos submerso com o cereja

descascado e ou cereja maduro.
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APENDICE — A. Média dos dados obtidos através do planejamento para obtencgio dos
carboidratos, alcool e acidos organicos.

Valor Codificado Carboidratos(g/Kg) Alcool (g/Kg) Acidos Organicos (g/Kg)
Tempo(H) Temperatura (°C) | Sacarose Glicose Frutose | Etanol Glicerol | Citrico Malico Acético Succinico
1 48(-1) 16(-1) 15,23 2,69 6,55 1 0,17 4,86 2,89 1,06 1,66
) 2 96(+1) 16(-1) 8,54 2,08 6,71 2,87 0,41 2,73 134 2,28 3,52
S 3 48(-1) 28(+1) 7 3,56 12,33 6,09 0,66 1,96 1,19 3,34 3,71
E s 4 96(+1) 28(+1) 3,9 2,89 8,88 5,62 0,56 6,07 3,87 3,36 4,88
_§ '§ 5 38,05(-1,41) 22(0) 11,48 1,72 5,77 1,84 0,34 482 2,13 0,77 2,45
% 5 6 | 105,94(+1,41) 22(0) 3,57 1,87 9,18 4,55 0 438 2,39 3,35 52
E’ S 7 72(0) 13,51(-1,41) 18,91 39 11,66 2,06 0,38 3,38 1,58 225 3,07
g 8 72(0) 30,48(+1,41) 6,99 2,15 8,09 5,34 0,61 5.4 3,65 3,58 6,41
§ 9 72(0) 22(0) 5,5 1,72 15,17 8 1,19 5,04 3,83 6,96 8,17
K= 10 72(0) 22(0) 5,76 1,67 16,07 7,73 1,44 5,66 461 5,96 8,23
11 72(0) 22(0) 491 1,6 14,27 8,26 1,24 5,37 4,22 6,46 8,2
1 48(-1) 16(-1) 23,49 32 10,85 3,11 0,34 4,08 2,14 3,32 3,79
v 2 96(+1) 16(-1) 5,75 1,85 5,54 3,52 0,44 2,35 1,16 1,52 2,14
Q2 3 48(-1) 28(+1) 2,81 1,89 9,5 5,17 0,98 1,28 2,42 2,88 5,66
é 4 96(+1) 28(+1) 5,47 1,45 7,11 4,38 1,06 4,57 0,45 436 4,63
g § 5| 38,05(-141) 22(0) 10.8 158 404 | 189 020 | 23 097 293 1,94
% § 6 | 105,94(+1,41) 22(0) 7,68 0,61 5,44 5,34 0,97 2,13 0,99 4,03 4,49
é S 7 72(0) 13,51(-1,41) 14,89 3,6 12,18 2,99 0,7 2,92 3,45 2,85 6,47
= 8 72(0) 30,48(+1,41) 8,6 1,09 574 | 408 03] 3,85 1,06 2,54 3,55
g 9 72(0) 22(0) 4,54 231 804 | 575 128 | 595 497 348 3,83
= 10 72(0) 22(0) 4,73 2,68 83 6,82 1,45 5.8 4,52 3,95 5,83
11 72(0) 22(0) 4,64 2,59 8,17 6,65 1.4 5,64 4,75 3,59 4,83
1 48(-1) 16(-1) 23,06 7,16 20,83 1,42 0 4,78 2,52 1,63 4,08
2 96(+1) 16(-1) 12,14 2,24 9,65 10,7 0,58 2,66 1,49 441 4,15
o 3 48(-1) 28(+1) 11,18 2,67 9.3 6,13 0 7,75 4,66 2,45 5,45
§ 4 96(+1) 28(+1) 3,32 2,33 11,57 8,1 0,58 45 3,65 3,42 8,72
z 5| 3805(-1.41) 22(0) 2149 412 1241 | 154 0 456 26 22 423
3 6 | 105,94(+1,41) 22(0) 9,2 3,66 10,39 8,59 0 6,79 5,43 323 10,82
Lo’ 7 72(0) 13,51(-1,41) 16,87 5,44 13,94 0,62 0 5,95 2,72 1,61 3,33
% 8 72(0) 30,48(+1,41) 2,87 1,3 8,77 6,26 0,73 1,86 0,97 431 4,64
o] 9 72(0) 22(0) 4,47 2,05 9,13 6,48 0,66 527 4,1 52 2,93
10 72(0) 22(0) 5,01 2,25 10,33 7,99 0,86 5,11 4,03 4,55 4,27
11 72(0) 22(0) 4,54 2,09 9,42 6,56 0,85 523 4,07 439 3,6
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APENDICE - B. Média dos atributos sensoriais nos tratamentos FX10, RX60 e Controle.

Experime Tempo Temperatura Aroma Sabor Finalizac¢io Acidez Corpo Uniformi Balanco Xicara Dogura  Geral Total
2 _ ntos dade limpa
:] 1 48(-1) 16(-1) 7,5 7,5 7 7,75 7,5 10 7,5 10 10 7,5 82,25 +0,58
% 2 96(+1) 16(-1) 7,04 7,5 7,15 7,51 7,51 10 7,6 10 10 7,5 81,81+0,83
8 3 48(-1) 28(+1) 7,5 7,5 7,78 7 7,27 10 7,53 10 10 7,54 82,12+1,46
% 4 96(+1) 28(+1) 7,75 7,75 7,5 7,5 7,5 10 7,5 10 10 7,5 83+1,59
= 5 38,05(-1,41) 22(0) 7,5 8 7,25 7,5 7,25 10 7 10 10 7,5 82+0,25
o) 6 105,94(+1,41) 22(0) 7 7,75 7,5 7,5 7,25 10 7,75 10 10 7,5 82,25+1,02
t 7 72(0) 13,51(-1,41) 7,25 7,75 7,5 7,25 7,5 10 7,5 10 10 7,75 82,5+0,84
-5 8 72(0) 30,48(+1,41) 8 7,75 7,55 7,53 7,5 10 7,5 10 10 7,5 83,33+1,26
% 9 72(0) 22(0) 8 7,5 7,25 7,75 7,5 10 7,5 10 10 7,5 83+0,57
= 10 72(0) 22(0) 7,5 7,5 7,25 8,25 8 10 7,75 10 10 7,5 83,75+1,15
11 72(0) 22(0) 7,5 7,75 7,75 7,5 7,75 10 7,5 10 10 7,75 83,5+1,14
4.«? 1 48(-1) 16(-1) 7,5 7,5 7,25 7,5 7 10 7,75 10 10 7,37 81,87+0,39
] 2 96(+1) 16(-1) 7 7,25 7 7,5 7,25 10 7 10 10 7,33 80,3340,53
§ 3 48(-1) 28(+1) 7,25 7,75 7,75 7,5 7,62 10 7,5 10 10 7,5 82,87+0,82
3 4 96(+1) 28(+1) 7,5 7,5 7,5 8 7,75 10 7,31 10 10 7,75 83,31+1,00
4 5 38,05(-1,41) 22(0) 7,5 7,5 7,22 7,5 7 10 7,5 10 10 7.4 81,62+1,13
g 6 105,94(+1,41) 22(0) 7,75 7,2 7 7,55 7,25 10 7,25 10 10 7,25 81,2540,77
E 7 72(0) 13,51(-1,41) 7,5 7,5 7,25 7,25 7,55 10 7,38 10 10 7,25 81,68+1,69
s 8 72(0) 30,48(+1,41) 7,75 7,75 7,77 8,25 7,85 10 8 10 10 8 85,37+1,78
3 9 72(0) 22(0) 7,75 8 7,75 8 7,75 10 8 10 10 8 85,25+1,22
% 10 72(0) 22(0) 8 8 7.8 7.8 7,75 10 7,75 10 10 7.9 85+1,03
- 11 72(0) 22(0) 7,55 7,55 7,55 8 8 10 8 10 10 7,55 84,2+1,10
1 48(-1) 16(-1) 8 7,5 7 7,75 7,25 10 7,5 10 10 7,5 82,5+0,86
2 96(+1) 16(-1) 7,5 7,25 7,25 7,5 7,5 10 7,5 10 10 7,5 82+1,14
—; 3 48(-1) 28(+1) 7,75 7,5 7,25 7,5 7,5 10 7,44 10 10 7,5 82,44+0,96
g 4 96(+1) 28(+1) 8 7,75 7,5 7,75 7,5 10 7,5 10 10 7,57 83,57+1,32
é 5 38,05(-1,41) 22(0) 7,75 7,5 7 7 7,75 10 7,5 10 10 7,5 82+0,67
@ 6 105,94(+1,41) 22(0) 7,25 7,75 7,5 7,5 7,5 10 7,5 10 10 7,75 82,75+1,34
2 7 72(0) 13,51(-1,41) 7,25 7,75 7,5 7,25 7,75 10 7,5 10 10 7,5 82,5+0,54
’g 8 72(0) 30,48(+1,41) 7,75 8,12 7,5 7,75 7,55 10 7,55 10 10 7,75 83,97+1,16
S 9 72(0) 22(0) 7,5 7,75 7,5 7,75 7,5 10 7,5 10 10 7,5 83+1,18
10 72(0) 22(0) 7,75 7,75 7,5 7,75 7,5 10 7,75 10 10 7,75 83,75+1,12
11 72(0) 22(0) 7,5 7,5 7,5 7,75 7,5 10 7,75 10 10 7,5 83+1,17
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ESPECIFICACIOMES ¥ PROPIEDADES ENDLOGICAS

ZYMAFLORE® FX10 es la cepa para grandes vinos tintos definidas por su elegancia, que combinan estructura, volumen
en boca ¢ intensidad calarante. La técnica, mejora genetica dirigida (cruce na ©GM) ha permitide conferir a esta copa una
mayar nesitencia a temperaturas elevadas, aseguranda de esta forma una gran seguridad fermentatia. Farticularmente
recomendado para la elaboracidn de vinos de gama alta, especialmente de Cabemet Sauvignon o de Merlat.

CARACTERISTICAS ORCANOLEPTICAS:
- Liberacin impartante de polisaciridas (volumen).

CARACTERISTICAS FERMENTATIVAS:

- Excelente capacidad de asmilacidn de fructos

+ Talerancia al alcchal: hasta 16% vol. + Breserva el potencial polifencécs festnsctura y colar)

+ Amplia tolerancia a las temperaturas: 20 - 35°C + las polsaciios panietales se combinan con los

+ Bojas mecesidades de nitrdgeno, tanincs el ving, exta las veehve sedosas, inclisa con
concentracones impartantes.

+ Muy buena aptitud para la crianza scére lizs.

+ Respetn del temoir (muy baja produccién de aromas de
Fermentacién).

RESULTADOS EXPERIMEMTALES

+ Cabernet Smuvignan, Bordeaus: 2007
Temperatura de fermentacién 28-32°C, adicidn de levaduras durante el encubado, maceracién de 13 dias. TAP 13, 5% vol,
pH 3,74, T 4,65 g/L H,50, Cantroles de implantacidn de las levaduras positivos.
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Levaduras deshickatadas y erwasadas al vacka. sapecto . . granulacos
ANAUSIS QUIMICOS Y MICROBIOLOGICOS

Hurnadad (%] . . Busencis
Céluars vivas LSAS [UFC/E) .. e BUSENGE

Bacterias kicticas (UFCfg)

Bacterias acéticas (UFC/g)

Levaduras de un género dferente

a Sacchavormyces (UFC/g).. ..
Levaduras de una especie o cepa diferente (%)
Califormes (UFC/E)

PROTOCOLO DE UTILIZACION

Saimanells {725 g)
Mobas (UFC/g)

Pama [pam] -

Arsénic (ppm] .
Mercurio [ppm)

Cademic (pprm)

CONDHCIONES ENDLOGICAS

+ Siembra con levaduras lo antes posible después del
encubado.

+ Respetar las dosis prescritas para garantizar una buena
implantacién de la levadura inchrso en caso de gran
poblacicn de levaduras autéctonas.

+ La temperatura, la cepa de La levadura, la rehidratacicn y
la higiene de La bodega san primordiales para ura buena
implantacidn

MODO DE EMPLED

D515 DE EMPLEQ

- 15- 30 gl

En el caso de bs maceracdn prefermentativa en fria
e acomsejable adicionar § ghl de levadura durante ef
encubad, para dominar la flara indl yh pl
£on 15 - 25 g/l al final de La maceracidn, antes de aumentar
latemperatira.

* Seguirexactamente ef protocolo de rehidratacion de L levadura descrito en el envase.

+ Evitar diferencias de temperatura superiores a los 10°C entre &l mosto y ol indculo durante la inoculacién. El tiempo tatal
de preparacidn del indculo na debe superar los 45 mimutos.

+ Enel caso de vendimias con un grado alcohélico probable elevado y para minimizar la formacicn de acider valatl, uilizar
el preparador SUPERSTART® ROUGE en ol agua de rehidratackin.

RECOMENDACION DE CONSERVACION ENVASES

+ Conservar fuera del susla en su embalaje de crigen,  Bolsa erwasada al vacia de 500 g, Cajas de 10 kg,
sin abrir a temperatura maderads en locales secos na
sussceptibles de comunicar alores

+ Fecha de utilizacidn éptima: 4 afos.

D J
LAFFORT

CEE1611 - 33072 BORDEALIX CEDEX — TL: 433 [0S 56 85 53 04 - wwwlatior.com

‘ol anes.d e pless et n Fuera de rsra corenal




VEND TINTO

Q ZYMAFLORE® RX60

Levadura = para vinas tintos afnstades, con color y redondes.
Levadra seca actia | o OGM, p Enaldgico. Apto para i S de pr destiradios af
cansuma humane directs, dentro def marco fegal vigente para s enclogiz
Conjorme af Reglamento (L) 2015/934,

ESPECIFICACIONES ¥ FROPIEDADES ENOLOGICAS

Cepa fusto del reeding que e excelenies capacidades fermentativas y una muy baena produccicn y revelacién de
aromes Adecsads para todo tipa de variedades tintas modernas, aromiticas ¥ suaves en boce.

APENDICE - D. FICHA TECNICA LEVEDURA RX 60.

CARACTERISTICAS FISICAS
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Lewatluras deshidratacles y emvasadar al vacic.

AMALST QUEMICOS ¥ MICROSIOLOGICOS

CARACTERSTICAS FERMENTATIVAS:
= Talerancia al alcohok: hasta 16,5 % val
= Amplia toleranGa de temperaturas: 2 - 3PC

CARACTERISTICAS ARDMATICAS ¥ ORGANDLEPTICAS:

- Perfil en mariz ¥ en boca aomdtimments intenso
[afnutada, frutos rojos), respetanda siempne b tipicdad
vawietal

- Elevads necesidades de nirdgena.

« Baja prchicrén e acer el y de H, - Optimizm muy paticdarmente e patendial aramitica

e fa uva Syrah, danda un ving cquilirada, con un perdil
limgia v afrutado.

RESULTADOS EXPERSMENTALES

Ensayn en Australia, 2006 Syrah

GAP 14% vol. Azicares 252 g/l pH 345,

Adicicn de & levadora en el enosbada, con 30 gt
SUPERSTART®.

Controles de implantacitn postivs para ZYMAFLORE
RXBOy pars L cepa A, contaminada por ks cepa B
Fermentaciones acsbadas {entre @ y 11 dim), acidez
volitd 0,27 g/L H 50, como vaiar media

Comentanos de cata de |os voos acabados {panel de cata mterno y externo de b bodegak Bl vino fermentada por
TYMAFLORE® RXA0 s mis interan y més limgia. Ex complein, con notas de frutos rojos, grosslla, cisears de narsnia. €1
vino 3 elegante en boca y muy equiibrado.

El ving fermentada por b cepa A tiene una nariz expresiva y menas campleja; el equilibria en beca es redonda pera tinico,
el final un poco corto. Bl dtimo vino e floral, mas discreto en nariz, largo pero menos redando en boca gue e vino de
IYMAFLORE® RXG0.

.
LAFFORT

Hummedad (%) .. £ Coii [/g).
Célutan vivas LSAS [UFC/g) Staphylococeus (i)
Bacterias Licticas (LIFC/g) . Salmornella (/25 g) .o ausenca
Bacterims ackticas (UFCAg) ... Pobas [UFC/g)
Levaduras de un génern dfererte Pama (e
2 Saccharomyces (UFCHR). ... <%  Aménico [ppm)
Levaduras de ura expecie o cepa diferente (%) . <5 Mercuria [ppm-.
Califormes (WFE/E) Cadimia (ppm ... <1
FROTOCOLO DF UTILZACION
CONDICIONES ENOLOGICAS DOSIS DE EMPLED
+ Siembra con levaduras' lo antes posble despuds del - 15- 30 gL
encubada. End 4

Respetar las dosis prescritas para garantizar una busna
implantacidn de 12 levadira induso en can de gran
pablacin de levaduras autdctanas.

+ L2 temperatura, b copa e b bevadura, bn rehidratacién y
I higiens de Ly bodega san primardiale: para una busra
implartacdn

MODO DE EMPLED

f
adicionar § gl de levadura al encubada, para dominar &
fiora indigena, iy buega completar con 15.a 25 gihl al final
e fa maceracidn, antes de aumentar la tempesatura

+ Seguir pefoctaments o protocalo de rehidratacidn de L evadura descrito en o emase.
+ Evitar diferencias de temperaturs superionss 2 10°C evitre o msio y el mdculs durante la incculasicn. £l tempo total de

preparacidn del indeulo na debe superar los 45 minutos.

+ En ol caso de vensdimias can un grada alcohdlics prababls clevada y parm mirmizar la formmacidn de acides volatil, wilizar
el prepasadar SUPERSTART® ROUGE en el agua de rebicsatacidn.

RECOMENDADON DE CONSERVACION

ENWASE

+ Consercar fuers del sueln en s embslbje de origen,
sin abrir a temperatisa moderada e locales secos no
susceptibles de comunicar olores.

+ Fecha de utilizaciin éptimac 4 afos.

Bolsa emvasada al vaco de 500 g, Caja de 10 kg,

L ® )
LAFFORT
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