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RESUMO

A aplicagc@o de microrganismos isolados do bioma caatinga em processos fermentativos € de
extrema valia para a inovacdo tecnoldgica e desenvolvimento dos mais variados produtos
biotecnoldgicos. Este estudo teve como objetivo principal selecionar fungos filamentosos,
provenientes do bioma caatinga armazenados em forma de cole¢do no Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido da Universidade Federal de Campina Grande, na
fermentacdo de graos de café (Coffea arabica), a fim de agregar valor ao produto final. Nesta
pesquisa vinte e dois fungos filamentosos foram avaliados em relacdo ao desempenho destes
ao serem submetidos a um processo fermentativo tendo a presencga exclusiva do café como
substrato. No total, cinco isolados flingicos (22,72%) foram capazes de realizar a fermentacao
em café moido, 77,28% dos isolados fingicos avaliados demonstram ndo serem capazes a
realizar o processo fermentativo. Os isolados fingicos que foram capazes de realizar a
fermentacdo em café moido foram submetidos ao processo fermentativo em graos de café,
apenas os isolados fiingicos denominados CDSA60 e CDSA71 executaram a fermentagdo. Os
isolados fingicos denominados CDSA02, CDSA06 e CDSA54 demonstram ndo serem aptos
a realizar o processo fermentativo em graos de café. Utilizando a técnica de microcultivo e
técnicas moleculares foi possivel a identificacdo dos isolados CDSAQ06 como Aspergillus
parasiticus, CDSAS54 como Aspergillus flavus, CDSA60 e CDSA71 como Aspergillus
fumigatus. Diante do exposto € possivel afirmar que os fungos filamentosos do Bioma

Caatinga possuem potencial para serem aplicados processos fermentativos.

PALAVRAS-CHAVE: Fermentacido em estado sélido. Biotecnologia. Fungos filamentosos.



ABSTRACT

The application of microorganisms isolated from caatinga in fermentative processes is
extremely important for technological innovation and development of various
biotechnological products. This study aimed to select filamentous fungi from caatinga biome,
stored in collection form in Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido from
Universidade Federal de Campina Grande, in fermentation process of coffee beans (Coffea
arabica) in order to add value to the final product. In this study, 22 filamentous fungi were
evaluated in relation to the performance of these when subjected to a fermentation process
having the exclusive coffee presence as substrate. In total 5 isolates (22.72%) were able to do
the fermentation process in ground coffee, 77.28% of isolates demonstrate not to be able to do
the fermentation process. Those isolates that were capable of doing the fermentation in
ground coffee were submitted to the fermentation process in coffee beans, only those
denominated CDSA60 and CDSA71 did the fermentation process. Those denominated
CDSAO02, CDSA06 and CDSAS54 demonstrate not be able to do the fermentation process in
coffee beans. Using the microculture technique and molecular techniques has allowed the
identification of those denominated CDSAO06 as Aspergillus parasiticus, CDSAS54 as,
Aspergillus flavus, CDSA60 and CDSA71 as Aspergillus fumigatus. Based on the facts stated
above it is possible to say that Caatinga’s filamentous fungi have the potential to be applied in

fermentation processes.

KEYWORDS: Fermentation. Biotechnology. Filamentous fungi.
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1 INTRODUCAO

O café (Coffea arabica) ¢ uma das bebidas mais populares em todo o mundo e sua
importancia para o Brasil ji data da época do império. Em 1727 a cultura cafeeira é
estabelecida no Brasil, com as primeiras exportagdes ocorrendo em meados de 1731 e em
1850 a producdo brasileira de café atingiu 40% da produ¢do mundial. O café constitui ainda
hoje um importante gerador de divisas, segundo o Conselho dos Exportadores de Café do
Brasil (CeCafé) o Brasil exportou 33,97 milhdes de sacas de 60 quilos de café na safra
2013/2014 (julho de 2013 a junho de 2014), representando aumento de 9,9% em comparagdao
com o periodo anterior (30,91 milhdes de sacas).

O Brasil € o segundo maior consumidor de café e € um dos principais produtos
geradores de receita no Brasil, impulsionando os setores de atividades industriais e agricolas,
e um dos principais produtos de exportacdo. Seu consumo tanto no Brasil como também no
mundo vem a cada dia crescendo, decorrente da melhoria continua da qualidade do café e
consolidacio do mercado de cafés tipo Gourmet ou Especiais (SIMOES; FARONI,
QUEIROZ, 2008; DURANTE, 2009; EXPOCAFE, 2014).

O mercado nacional e internacional vem buscando mais do que apenas parametros
quantitativos em sua producdo, visto que o consumidor estd buscando por produtos de
exceléncia. O conceito de cafés especiais estd intimamente ligado ao prazer proporcionado
pela bebida, que destacam-se por algum atributo associado ao produto, ao processo de
producdo ou a servico a ele relacionado, como por exemplo o café indonésio Kopi Luwak, que
€ proveniente da fermentacdo dos grdos de café no sistema gastrointestinal de um mamifero,
processo este que agrega valor ao produto (CAFEICULTURA, 2007).

H4 séculos o homem faz uso da tecnologia de processos fermentativos para o
desenvolvimento de produtos. Fermentacdo € uma técnica biolégica de conversdo de
substratos por vérios microrganismos, como bactérias e fungos, nos qual sdo liberados
componentes como metabodlitos secundarios, que vao desde a antibiticos a peptideos,
enzimas e entre outros, que agregam valor ao produto (FERREIRA, et al, 2011). Na Asia,
varios alimentos sdo produzidos a partir de técnicas fermentativas, onde graos de soja sdo
fermentados por fungos filamentosos, gerando um produto final enriquecido.

A biota da caatinga é mais diversa que qualquer outro bioma no mundo, e ¢
inteiramente restrita ao territério nacional Brasileiro. Suas condi¢cdes de clima e solo sdo
unicas, possui cerca de 734.000 km? que em quase toda sua extensdo caracteriza-se por

apresentar clima quente e semiarido, com menos de 1.000 mm de chuva por ano, valor este



variavel e em intervalos de dez a vinte anos ocorre o fendomeno da “seca” devido a queda do
total de chuva para menos da metade (MMA, 2003). Apesar destas peculiaridades, a caatinga
¢ a menos estudada e protegida. Um bioma tdo peculiar e de caracteristicas Unicas, como a
caatinga, traz indmeras perspectivas e possibilidades de desenvolvimentos de pesquisas

cientificas, para conservagdo e descobertas cientificas.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € selecionar fungos filamentosos, provenientes do
bioma caatinga armazenados em forma de colecdo no Centro de Desenvolvimento Sustentdvel
do Semidrido da Universidade Federal de Campina Grande, na fermentacdo de graos de café

(Coffea arabica), a fim de agregar valor ao produto final.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar fungos filamentosos da Colecdo de Fungos da Caatinga do CDSA, aptos a
realizar fermentacdo em estado sélido em grao de Coffea arabica;

e Avaliar a diferenca do melhor processo fermentativo dos graos de café de modo
controlado por fungos filamentosos;

e Identificar os fungos de interesse.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 A HISTORIA DO CAFE

A Abissinia, atual Etidpia, além de ser apontada como possivel berco da humanidade é
muito provavelmente também berco do café. Apesar de o nome café ser origindrio da Arébia,
esta ndo € uma planta nativa deste pais, mas sim da Abissinia, onde € encontrada na sua forma
cultivada e selvagem, afirma Crawford (1852). Mas existem muitas lendas com relacdo a
origem do café, sendo a mais conhecida a Lenda de Kaldi.

De acordo com Martins (2008), a Lenda de Kaldi € considerada a primeira referéncia
alusiva ao café, registrada em manuscritos do Iémen, do ano de 575 d.C. Kaldi era um pastor
de cabras da Etiopia que certo dia, observou os animais que mastigavam as folhas e frutos de
uma determinada planta tornavam-se mais rdpidos, 4ageis € mostravam-se com maior
resisténcia ao subir as montanhas e percorrer quilometros de subidas ingremes. Este pastor
entdo experimentou os tais frutos e confirmou o mérito estimulante da planta e a noticia se
disseminou pela regido, provocando de imediato seu consumo, na forma macerada ou a
misturada em banha para refei¢do, e em suco fermentado, além disso, suas folhas também
eram mastigadas ou utilizadas no preparo de cha.

Certamente a descoberta da bebida resultou no cultivo da planta na Etiépia, mas foram
os drabes que dominaram as técnicas de producdo e elaboracdo do produto, quando o café foi
levado para a Peninsula Arabica, o chamando de gahwa, uma palavra drabe para vinho, a
partir da qual a palavra café surgiu, descreve Crawford (1852). Ukers em seu livro intitulado
All About Coffee (1922), relata que os arabes eram ciumentos € extremamente protetores da
descoberta da nova inddustria lucrativa, e por um determinado tempo impediram com sucesso
que este se espalhasse por outros paises, ndo permitindo que seus preciosos frutos deixassem
seu pais a menos que estes, primeiro tenham sido mergulhados em d4gua fervente ou
ressecados, a fim de destruir seus poderes de germinagdo. Contudo, com milhares de
peregrinos viajando todos os anos ndo foi possivel controlar todos os meios e rotas de
transporte, e a cultura do cultivo de café espalhou-se para o Egito e partes do império turco, a
Arébia foi perdendo o monopdlio de sua comercializacao de graos de café.

Enquanto a bebida continuava a ganhar popularidade durante o século dezesseis,
também ganhou a reputacdo de bebida fermentada causadora de problemas, e alguns
governantes da Meca decidiram que assim como o vinho, o café deveria ser banido e assim as
casas de café foram fechadas até que um sultdo do Cairo, um habitual apreciador de café€,

revertesse o decreto. O café providencia uma intelectual estimulagdo, sensa¢do prazerosa, um



11

aumento de energia sem efeitos nocivos aparentes. As casas de café permitiam as pessoas se
reunirem para conversas, entretenimento, trabalho, poesias e entre outras situacdes, continua
Ukers (1922).

Da Turquia, o café foi percorrendo seu caminho pela Europa, alemaes, franceses e
italianos buscavam maneiras de desenvolver o plantio em seus territérios, mas apenas em
1616 os holandeses, que naquela época dominavam o comércio maritimo do mundo,
conseguiram transportar uma drvore para a Holanda, que passou a ser uma bebida habitual dos
costumes europeus. Em 1699, outra planta foi transportada para a Holanda e estes comegaram
os plantios experimentais, encorajando outros povos a fazerem o mesmo. O mercado
consumidor cresceu na Europa, o que proporcionou uma expansdao do plantio do café por
territorios africanos e no Novo Mundo, descreve Pendergrast (2010).

Segundo Ukers (1922), dos jardins de Amsterda plantas foram enviadas para a colonia
holandesa do Suriname e plantadores entraram na cultivacdo do café em 1718. Dez anos
depois da cultivacdo no Suriname a planta foi introduzia pelos ingleses a Jamaica, e os
franceses a introduziram na ilha Martinica, ao norte a Guiana pelo oficial da marinha
francesa, Gabriel Mathieu de Clieu, o executor da introducdo do café na América Central. A
planta chegou aos Brasil por meio de Francisco de Melo Palheta que no Pard introduziu as
primeiras sementes e plantas que procediam da familia Coffea arabica, no ano de 1727.

Palheta foi o primeiro cafeicultor do Brasil, com parte das plantas e sementes que
trouxe formou seu cafezal no Pard, que chegou a possuir mais de mil pés. Em decorréncia das
condig¢des climaticas do Brasil a planta se adaptou e desenvolveu-se bem e o cultivo de café
se espalhou rapidamente para outros estados brasileiros. No Maranhdo, o grdo cresceu
razoavelmente bem e em 1731 houve o despacho desses griaos para Lisboa, Portugal, e a
primeira exportacdo de café do Brasil, o comeco da economia do “ouro verde” no Brasil,
narra Martins (2008).

Embora Palheta tenha incorporado o café no Pard, em 1760 Jodo Alberto de Castelo
Branco ciente da propagacao do consumo do café no mundo, mandou vir de Belém para o Rio
de Janeiro algumas mudas da Coffea arabica, estas se desenvolveram muito melhor no clima
moderado das montanhas que ficam envolta do Rio de Janeiro. Em grande parte do século
dezoito o cultivo do café limitou-se a pequenas plantacdes ao Norte e nordeste do pais, onde
os solos ndo eram os mais adequados e os produtores desconheciam sua forma de cultivo,
mesmo assim o produto foi subindo em nossa balanca comercial e a planta foi se
disseminando gradativamente a partir de 1830, iniciando seu curso para o sul, onde se tinha

noticia de que pequenas lavouras de café em significado econdmico se alternavam com as
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outras lavouras pulverizadas pelo territério, iniciando um novo ciclo econdmico no pais e foi
apor meio do café que o Brasil se apresentou ao mundo, continua Martins (2008).

O café foi a grande riqueza do Brasil por quase um século, riqueza esta, que agilizou o
desenvolvimento do pais e o inseriu no comercio internacional. A cultura cafeeira ocupou
vales e montanhas, criando cidades e centros urbanos, onde ferrovias substituiram o transporte
animal permitindo o escoamento da produgdo, além disso, a grande quantidade de imigrantes
consolidou a amplificacdo da classe média, a diversificacdo de investimentos, diz Pendergrast

(2010). Desde entdo, o café e o povo brasileiro passam a ser inseparaveis.

3.2 CAFE NO BRASIL E NO MUNDO

O cultivo de café foi introduzido no Brasil no Para em 1727, com sementes
provenientes da Guiana Francesa, se espalhando por outros estados brasileiros (CRAWFORD,
1852). A importancia da cultura cafeeira brasileira é notdria e seu dpice foi no final dos anos
vinte do século XX, onde 16 % do Produto Interno Bruto brasileiro foram decorrentes da
participacdo do café. As duas espécies cultivadas no Brasil sdo o Coffea arabica (café
ardbica), adaptado a condi¢des de clima tropical de altitude e apresenta maior valorizacao em
funcdo da melhor qualidade resultando em bebidas de maior valor, e o Coffea canephora (café
robusta), produz maior rendimento industrial visto que possui uma maior concentracao de
sOlidos soluveis (GUARCONI, 1995). A classificagdo do café verde € de suma importancia
para a comercializagcdo do café, pois esta determina a qualidade do café, e seu preco é baseado
em parametros qualitativos (NEVES, 2009).

O café € atualmente a segunda maior commodity mundial em valor de mercado, atras
somente do petrdleo, e dentre as atuais commodities agricolas, ¢ uma das mais antigas
mercadorias comercializadas no mundo, cultivado em 50 paises e consumido em dezenas de
outras nac¢des (FREDERICO, 2013). Commodity termo em lingua inglesa que significa
mercadoria, principalmente primdrios ou semielaborados, geralmente agricolas ou minerais,
que sdo mundialmente padronizados, com precos cotados e negociados pelas principais bolsas
de mercadorias (MARQUES, 2013).

Segundo o do Conselho dos Exportadores de Café do Brasil (CeCafé) o Brasil
exportou 33,97 milhdes de sacas de 60 quilos de café na safra 2013/2014 (julho de 2013 a
junho de 2014), representando aumento de 9,9% em comparacdo com o periodo anterior
(30,91 milhdes de sacas), logo em seguida tem-se o Vietnd com a produgao de 17,09 milhdes
de sacas de 60 quilos de café. O Brasil nos dltimos anos vem se mantendo como o maior

produtor mundial de café e o segundo maior mercado consumidor, mas apesar destes fatos, o
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pais ainda estd atrds dos paises europeus, como a Itdlia e Alemanha, que sdo os maiores
exportadores de café industrializado, e a Alemanha € a maior compradora de café verde
brasileiro, onde esta agrega valor ao produto e vende para paises europeus, asidticos, africanos
e para a América do Norte, segundo o Sindicato da Inddstria de Café do Estado de Minas
Gerais (SindiCafé-MG).

Fatores ambientais da regido de cultivo, como, umidade, temperatura, populacio
microbiana do solo, a variedade do café cultivado, o tipo de processamento ird influenciar na
biodiversidade microbiana presente nos grdos de café (VILELA, 2011). Os fungos
filamentosos que se encontram associados aos frutos e graos de café (Coffea arabica L.)
brasileiros pertencem principalmente aos géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e
Fusarium, e estdo presentes durante todo o ciclo produtivo e podem sob condi¢des
especificas, causar perdas de qualidade produzindo odores e sabores desagraddveis

(FERREIRA, et al., 2011).

Tabela 1 - Classificacio sensorial da bebida de café ardbica.

CLASSIFICACAO DESCRICAO
Estritamente mole Todos os requisitos da bebida mole mais acentuados
Mole Aroma e sabor, agradavel, brando e adocicado
Apenas mole Sabor levemente doce e suave, mas sem adstringéncia

ou aspereza de paladar

Dura Sabor acre, adstringente e dspero, mas sem sabores
estranhos
Riado Leve sabor tipico de iodoférmio
Rio Sabor tipico e acentuado de iodoférmio
Rio zona Aroma e sabor muito acentuado, assemelhado ao

iodoférmio ou ao acido fénico

Fonte: LIMA FILHO, et al., 2013; SILVA, 2009.

Em funcdo das diferentes carateristicas dos graos em relacdo ao aspecto e nimero de
defeitos, aroma e gosto da bebida, que depende fatores que sdo influenciados pela genética,
tipos de colheita e processamento, € necessaria a classificacdo que definird os precos do café
no mercado interno e externo. As classificagdes sio realizadas quanto a peneiras, por tipo e
bebida (SILVA, 2009). A analise sensorial é o meio mais rapido, simples e direto de detectar
as causas de defeitos na qualidade da bebida de café, essa caracterizacdo pode ser realizada

empregando técnicas sensoriais descritivas e quantitativas (LIMA FILHO, et al., 2013). A
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qualificacdo da bebida baseia-se no aroma, acidez, amargor, dogura, adstringéncia e corpo da
bebida, os quais recebem conceitos de “fraco, médio ou forte” e “bom, regular ou ruim, e
assim o padrdo da bebida € definido, que estdo apresentados na Tabela 1 (MENDES, 2005
apud LIMA FILHO, et al., 2013).

Novos padroes de consumo tém sido observados no mercado cafeeiro, onde os
produtos tém se diferenciado com base em parametros de qualidade que atendem ao novo
mercado consumidor exigente, o que tem mobilizado os produtores a mudarem a estratégia de
producdo, buscando aprimorar o café commodity por origem, qualidade e/ou sustentabilidade,
que alcancasse um maior preco pela qualidade (LEAO; PAULA, 2010; TEIXEIRA, 2011).
Souza (2006) e Ampessan (2009) relatam que o termo qualidade assume uma ampla variedade
de conceitos, e os novos parametros dos cafés diferenciados, chamados de specialty, nos quais
suas caracteristicas vao além da qualidade final da bebida, como descrevem Zylbersztajn e
Farina (2001):

O conceito de cafés especiais estd intimamente ligado ao prazer proporcionado pela
bebida. Tais cafés destacam-se por algum atributo associado ao produto, ao processo
de producdo ou a servigo a ele relacionado. Diferenciam-se por caracteristicas como
qualidade superior da bebida, aspectos dos graos, forma de colheita, tipo de preparo,
histéria, origem dos plantios, variedades raras e quantidades limitadas, entre outras.

Podem também incluir pardmetros de diferenciacdo que se relacionam a

sustentabilidade econdmica, ambiental e social da produgao (p. 15)

Em 1991 foi fundada no Brasil por um grupo de produtores a Brazil Specialty Coffee
Association (BSCA), com o intuito de promover cafés de alta qualidade, que possuem um
sistema rigoroso para seus associados. Esta € uma das instituicdes mais importantes no que se
refere a melhoria da imagem do café brasileiro no mercado internacional, e segundo a BSCA,
esta tem por objetivo a busca por meio de pesquisas e técnicas de controle de qualidade elevar
os padroes de exceléncia dos cafés brasileiros no mercado interno e externo. Ainda segundo a
BSCA, este segmento representa 12% do mercado internacional da bebida, e o valor de venda
atual para alguns cafés diferenciados tem um sobrepre¢o que varia entre 30% e 40% a mais
em relacdo ao café cultivado de modo convencional, e os principais mercados consumidores
dos cafés especiais brasileiros sao o Japdo, Estados Unidos, Unido Europeia, Coreia e
Austrélia também consomem cada vez mais cafés especiais brasileiros.

Considerado o café mais caro e raro do mundo o Kopi Luwak ou Civet Coffee,
origindrio da Indonésia, tem os graos processados pelo sistema gastrointestinal do animal, um

mamifero parecido com um gato, que promove uma fermentagdo que dura em torno de dez
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horas e depois os graos sdo excretados em forma de cachos e depois lavados, torrados e
moidos, resultando em um café de aroma intenso e sabor suave, um quilo deste café custa em
média 750 euros, de acordo com a Academia do Café (2011). Segundo o pesquisador
Massimo Marcone (2004), da Universidade de Guelph, Canadd, com este processo
fermentativo dnico, as proteinas responsdveis pelo amargor caem em ndmeros € ganham em
sabor exotico.

No Brasil hd um café semelhante ao Kopi Luwak, o café do jacu ou Jacu Bird Coffee,
descoberto na Fazenda Camocim, no Espirito Santo, que assim como o café indonésio, passa
por um processo fermentativo diferente, os grao sdo fermentados pelo sistema digestivo da
Penelope purpurascens, conhecido popularmente por jacu, que come os melhores graos e o
sabor tunico resultante da acdo de bactérias e enzimas que atribuem ao café um sabor menos
amargo que o dos cafés comuns, e 250 gramas deste, podem custar em torno R$ 100
(RIBEIRO, 2008; CAFEICULTURA, 2009).

O barista e torrefador de café LLéo Mocgo, surpreendeu a todos quando conquistou o
primeiro lugar no 13° Campeonato Brasileiro de Barista, com um café de sabor tnico
conseguido por meio da fermentagcdo induzida por uma levedura utilizada na fabricacdo de
cervejas. Esta fermentacdo resultou em um café complexo, com notas frutadas e acidez
acentuada (LEMENTY, 2013). Sendo assim, fungos filamentos provenientes de um ambiente
peculiar e pouco explorado, como o Bioma caatinga, trazem a perspectiva de que ao
realizarem um processo fermentativo em graos de Coffea arabica, o produto resultante possa
possuir caracteristicas Unicas que agreguem valor ao produto, o tornando comercialmente

competitivo no segmento de cafés especiais.

3.2.1 A cafeina como inibidor do crescimento fiingico

A cafeina demonstrou ser um inibidor do crescimento microbiano fingico, e esta
inibicdo € possivelmente em parte devido a uma alteracao do metabolismo ou fun¢do das
purinas (nucleosideos ou nucleotideos) (BUCHANAN; HOOVER; JONES, 1983). Fujii e
colaboradores (2004) propdem que em decorréncia da natureza estrutural similar entre purinas
e cafeinas, dos quais a inibicdo competitiva reduziria a sintese de acidos nucléicos, afetando
consequentemente o crescimento micelial fingico.

Buchanan, Tice e Marino (1982) em seu estudo com Aspergillus ochraceus NRRL
3174, verificaram que houve uma maior inibi¢do de 98% da proditividade de ocratoxina A do
que sobre desenvolvimento do crescimento do fungo. Chalfoun e colaboradores (2001)

sujeitaram dois isolados toxigénicos, o Aspergillus ochraceus (EcoCentro 1161T01-01) e o
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Aspergillus flavus (EcoCentro 1011T02-01) a diferentes concentragdes de cafeina e
constataram que com relacdo ao crescimento micelial e a esporulacdo, os dois isolados
sofreram decréscimos significativos pelas diferentes concentracdes de cafeina, e sensivel
reducgdo na sintese de toxinas quando submetidos a presenca de doses crescentes de cafeina de
1% e 2%, que usualmente estdo presentes em cafeeiros das espécies ardbica e robusta.

Fujii e colaboradores (2004) avaliaram o efeito de diferentes doses de cafeina sobre o
crescimento micelial de fungos isolados de café, e constataram que a cafeina apresentou
antibiose proporcional a dose e que a atenuagdo da atividade inibitdria, provavelmente, €
resultante da degradacdo de cafeina pelos fungos. Ao ser submetido a diferentes
concentracdes de cafeina houve a agdo inibitéria parcial da cafeina sobre o desenvolvimento
micelial e esporulacdo do Aspergillus ochraceus, € a sintese de Ocratoxina A foi inibida
totalmente nas concentracdes acima de 1%. Além disso, a cafeina inibiu totalmente o
crescimento micelial e esporulagdo do potencialmente produtor de Aflatoxinas, o fungo
Aspergillus parasiticus (CHALFOUN, et al., 2007).

Em seu trabalho com extratos de polpa de café, Roussos e colaboradores (1994)
verificaram a auséncia de degradacdo de cafeina provavelmente devido a disponibilidade
alternativa de proteinas soliveis que atuaram como fonte de nitrogénio alternativas. Proteinas,
enzimas, peptideos e aminodcidos livres, substancias que desempenham papel importante no
aperfeicoamento do sabor e do aroma do café, atuam como fontes de nitrogénio alternativas
para o desenvolvimento fungico (FRANCA et al., 2001 apud FUJII; ONO; HIROOKA,
2002).

Apesar da confirmacdo do efeito inibidor da cafeina, apds o periodo da maxima
inibi¢do hd uma reducio do efeito aliado a propensdo do crescimento micelial (BUCHANAN;
FLETCHER, 1978; BUCHANAN; TICE; MARINO, 1982; BUCHANAN; HOOVER;
JONES, 1983). Evento que pode ser outorgado a degradacdo da cafeina, uma vez que ocorra o
esgotamento das outras fontes alternativas de nitrogé€nio, ha a inducdo de vias capazes de
metabolizar a cafeina visando obter fonte de nitrogénio necessdria ao desenvolvimento

micelial (ROUSSOS et al., 1994; HAKIL et al., 1998).

3.3 O BIOMA CAATINGA

O bioma caatinga possui cerca de 734.000 km? que em quase toda sua extensio
caracteriza-se por apresentar clima quente e semiarido, com menos de 1.000 mm de chuva por
ano, valor este variavel e em intervalos de dez a vinte anos ocorre o fendmeno da “seca”

devido a queda do total de chuva para menos da metade. O Ministério do Meio Ambiente
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(2002) identificou 57 dareas prioritdrias para conservacdo da biodiversidade nesse Bioma,
dreas estas que incluem os estados do Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais, sendo 27 destas classificadas como de
Extrema Importancia Bioldgica.

Cheia de mistérios, a comecgar pelo nome de origem Tupi-Guarani, derivada de caa
(mato, vegetacdo) e tinga (branco) que significa “floresta branca”, descrevendo bem o
comportamento da vegetacdo na estacdo seca, quando as folhas caem e apenas os troncos
brancos e brilhosos das drvores permanecem na paisagem seca (BRANCO, 2003). Os solos
da regido semidrida sdo formados por tipos muito diferentes, que vdo dos solos rasos e
pedregosos aos solos arenosos e profundos que dao lugar as caatingas de areia e a grandes
vazios demogréficos, podem ser de alta ou baixa fertilidade. Apesar de suas condic¢Oes
severas, O bioma caatinga apresenta uma surpreendente diversidade de ambientes
(VELLOSO, et al., 2002).

A biota da caatinga € mais diversa que qualquer outro bioma no mundo, o qual esteja
exposto as mesmas condi¢des de clima e de solo (MMA, 2003). Possui uma formagdo vegetal
com darvores e arbustos que, os quais geralmente perdem suas folhas na seca, muitas
cacticeas, que possuem estruturas de armazenamento de 4gua, formando uma paisagem
formada por drvores recobertas por espinhos e cortica. Apesar de ser extremamente
diversificada, a Caatinga é um dos biomas brasileiros menos conhecido botanicamente
(SILVA, et al., 2003).

A caatinga € a Unica regido natural brasileira nos quais seus limites estdo inteiramente
restritos ao territério nacional (Figura 1), também é a menos estudada e protegida, que
continua passando por um extenso processo de alteracdo e deterioracdo devido a exploracao
insustentdvel de seus recursos, causando a perda de espécies tnicas e levando a formacao de
grandes nucleos de desertificacdo em varias partes da regidao (LEAL, et al., 2003). Segundo
Kiill (2013) caatinga € o terceiro bioma brasileiro mais modificado, com 45,3% da 4rea total
provavelmente alterada, ocasionando uma reducao na biodiversidade de organismos do solo e,
consequentemente, causando impacto nas atividades essenciais para o bom funcionamento do
ecossistema (ARAUJO, 2008).

Desde a antiguidade a exploracdo metabdlica e genética dos microrganismos
destinando-se a obtencdo de produtos biotecnoldgicos, como a producdo de alimento,
antibidticos e até mesmo o tratamento de residuos (CANHOS; MANFIO, 2001). Ambientes
como a caatinga podem representar potencial biotecnolégico, mas a diversidade microbiana

desse bioma ainda € pouco explorada (GARCIA, 2011). Devido as condicdes indspitas da
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caatinga é possivel encontrar microrganismos com caracteristicas peculiares, uma vez que
estes sao adaptados a essas condicdes, € que podem ser de interesse em VArios processos

biotecnoldgicos (SIMOES, 2006).

Figura 1 — Mapa do Brasil com destaque no bioma caatinga, tinico bioma exclusivamente brasileiro.

Fonte: World Wildlife Fund Brasil.

Os fungos estdo entre os principais responsaveis pela ciclagem de nutrientes,
principalmente em ecossistemas florestais, atuando como decompositores e produtores de
metabdlicos (MAIA et al., 2005). Estes microrganismos sdo cada vez mais de interesse
industrial, por produzirem diversas substincias de interesse econdmico, tais como, enzimas,
antibiodticos, entre outros (BRAGA; DESTEFANO; MESSIAS, 1999). A busca por isolados
fingicos capazes de serem utilizados em processos biotecnoldgicos seja de interesse agricola
ou industrial, atualmente tem voltado sua investigacdo em biomas como a caatinga (SILVA;
LINS, 2008).

Devido a caracteristicas tdo peculiares do bioma baatinga, faz-se necessario incentivo
para desenvolvimento de pesquisas que tenham como foco a preservacdo e valorizagdo deste
ambiente, pois esta possui inimeras possibilidades para descoberta de novas espécies de

microrganismos com potencial biotecnoldgico.
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3.4 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Nos tltimos tempos, os grandes avancos na quimica e engenharia quimica resultaram
na producdo e comercializa¢do de diferentes produtos, mas devido ao progresso no campo da
biotecnologia e bioquimica, a producdo de compostos bioativos e alimentos utilizando
materiais bioldgicos, como os microrganismos € enzimas, sdo hoje, alternativas mais
atraentes. Estes agentes bioldgicos possuem alta seletividade, melhores condi¢des
operacionais, vasta gama de substratos, principalmente aqueles derivados de residuos
agroindustriais (MANPREET, 2005).

Fermentacdo € uma técnica bioldgica de conversdo de substratos complexos em
componentes simples por varios microrganismos, como bactérias e fungos. Durante este
processo metabdlico sdo liberados diversos componentes adicionais além daqueles produtos
usuais da fermentacdo, como diéxido de carbono e dlcool. Estes compostos sdo chamados de
metabolitos secundarios, que vao desde a antibidticos a peptideos, enzimas e entre outros
(SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012). Boa parte da industria biotecnoldgica depende do
processo fermentativo submerso, em que os microrganismos desenvolvem-se em meio
liquido, mas algumas biotransformacdes podem ser realizadas em um diferente processo
fermentativo, conhecido como fermentacao em estado sélido. A fermentagdo em estado sélido
vem-se mostrando uma melhor opcdo que a fermentacdo submersa, devido a importantes
aplicagdes em producdo enzimdtica, biopesticidas, componentes aromdticos, € outros
compostos bioativos (MANPREET, 2005).

Fermentacdo em estado so6lido (FES) € definida como o processo fermentativo no qual
microrganismos desenvolvem-se em uma matriz s6lida na auséncia ou quase auséncia de dgua
livre, entretanto, o substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o desenvolvimento
do metabolismo dos microrganismos, e a matriz sélida pode ser a fonte de nutrientes ou
simplesmente o suporte contendo os nutrientes que permitem a propagacao do microrganismo
(PANDEY, et al., 1999; SINGHANIA, et al., 2009). O objetivo da FES € proporcionar um
contato firme entre o fungo ou bactéria com a matriz para alcancar uma maior concentracao
de nutrientes provenientes do substrato para a realizacdo da fermentacio (BHARGAV, et al.,
2008).

A FES se favorece por ser um processo industrial limpo, gerando baixos niveis de
dgua residual, reduzido teor de dgua e economia de energia em processos de recuperacao.
Além disso, os meios de cultura sdo simples, geralmente residuos de produtos agricolas que

podem conter todos os nutrientes necessarios para o crescimento do microrganismo,
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geralmente o Unico componente necessdrio a ser adicionado ao meio € dgua e seu custo de
esterilizacdo € baixo devido ao baixo nivel de dgua utilizado para aquecimento. O espaco
ocupado pelo equipamento para realizagdo do processo fermentativo é pequeno, seu custo é
baixo e pouca demanda de energia. Mas a FES apresenta algumas desvantagens, como, os
tipos de microrganismos utilizados sdo limitados devido as condi¢des do processo, substratos
com granulometria elevada dificulta a transferéncia de oxigénio entre as particulas, e apesar
de sua simplicidade de operacdo a heterogeneidade da matriz dificulta o controle de
crescimento microbiano (SANTOS, et al., 2006).

A tecnologia do processo fermentativo em matrizes sélidas vem sendo utilizada h4
vérios séculos, como por exemplo: Tempeh que tem sua origem secular na Asia, produto
produzido a partir da fermentagdo de graos de soja pelo fungo Rhizopus oligosporus; koji,
molho de soja que envolve o cultivo de Aspergillus oryzae em graos de soja; ang-kak, arroz
fermentado pelo Monascus purpureus. Além disso, nas udltimas décadas tem crescido o
interesse na tecnologia da FES e novos produtos vem sendo desenvolvidos como: enzimas,
como as amilases, proteases, pectinases, entre outras; pigmentos; aromas € compostos
aromadticos; antibidticos. E estudos utilizando microrganismos em processos de FES para
mediacdo de procedimentos como biorremediacdo (MITCHELL, ef al., 2000; PRABHAKAR,
et al., 2005; FERNANDES, 2007; GALEMBECK; BARBOSA; SOUSA, 2009; ROSSI, et
al., 2009;).



21

4 METODOLOGIA

Os experimentos efetuados para a realizacdo deste estudo foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do

Semidrido/Universidade federal de Campina Grande (CDSA/UFCG).

4.1 AMOSTRAGEM

As amostras de café foram cedidas pela empresa Sdo Braz, os grdos sdao do tipo
Arébica cultivados em solo arenoso com altitude entre 900 e 1.000 metros e com temperatura
média anual bastante amena (20 °C), na regido Mogiana, interior do estado de Sao Paulo. Os
graos sdo da safra 2013/2014, peneiras 16/17/18 mm de didmetro, utilizados para uma bebida

mole/dura.
4.2 MATERIAL BIOLOGICO

Para realizagdo das atividades, foram utilizados os fungos isolados de folhas de plantas
e do solo do bioma caatinga, os quais estdo depositados na Colecao de Fungos da Caatinga do
CDSA/UFCG, na cidade de Sumé — PB. Atualmente a referida colecdao conta com 117

1solados.

4.2.1 Cultivo dos isolados fiingicos em meio BDA para esporulacao

Os isolados da Colecdao de Fungos da Caatinga do CDSA/UFCG foram mantidos em
placas de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) (Tabela 2), a
temperatura de 37 °C. Para a preparacdo deste meio de cultura, batatas foram cortadas em
pequenos pedacos e fervidas em agua destilada, durante 10 minutos, contados a partir do
inicio da ebuli¢io. O material foi coado e acrescido de Dextrose e Agar. O volume ajustado

pra 1 L e esterilizado em autoclave, por 20 minutos, a 121 °C (GAVA, 2002).

Tabela 2 - Composicio do meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA).

COMPONENTE QUANTIDADE
Batata 200 g
Dextrose 20g
Agar 20g

Agua Destilada gs.p. 1L
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Ap06s a esporulacdo dos isolados da Colec@o de Fungos da Caatinga do CDSA/UFCG,
a extracdo dos esporos foi feita através da adi¢do de 1 mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) e

uma gota de detergente, em cada placa de Petri.

4.2.2. Determinacio da concentracao da suspensao de esporos

Para a determinacdo da concentracio da suspensao de esporos dos isolados utilizou-se
uma camara de Neubauer espelhada e um microscépio 6ptico. Considerou-se para contagem
16 quadrados que possuem 25 quadriculas com drea de 0,0025 mm’ e profundidade de 0,1
mm para cada quadricula, com volume total de 0,01 m° ou 0,1 puL. Colocou-se a suspensdo de
esporos, com auxilio de uma micropipeta estéril, entre a camara Neubauer e a laminula,
previamente esterilizadas com dlcool 70%. Realizou-se a contagem de esporos em
microscopio Optico utilizando a objetivas de 100 vezes e ocular de 10 vezes, para a leitura
contando o nimero de esporos em 5 subquadrantes, os 4 dos cantos e o subquadrante central.
O calculo da concentracdo de esporos na suspensao foi realizado de acordo com a Equacdo 1.

Esporos

= (niimero médio de esporos contados em c) x (2,5 x 10%) (1)
m

43 SELECAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA COLECAO DE FUNGOS DA
CAATINGA CDSA/UFCG APTOS A REALIZAR A FERMENTACAO EM CAFE

Inoculou-se 1 mL da suspensdo de esporos, em pequenos frascos de vidro que
continham meio de cultura com presenca exclusiva de café, incubados a temperatura de 37 °C
entre 96 4 144 horas, variando de acordo com a velocidade especifica de crescimento (u) de
cada espécime. A composi¢do do meio de cultura com presencga exclusiva de café utilizado
para a selecdo de fungos filamentosos aptos a realizar a fermentacio em café esta apresentada
na Tabela 3. Para a preparacdo deste meio de cultura, graos de Coffea arabica (café) foram
moidos em um Moinho de Facas (Micro Moinho) com peneira de 1 mm de didmetro e

acrescido apenas de dgua destilada e esterilizado em autoclave, por 60 minutos, a 121°C.

Tabela 3 - Composi¢do do meio de cultura com presenca exclusiva de café

COMPONENTE QUANTIDADE

Graos de café moidos 5¢g

Agua Destilada 6 mL
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O café moido fermentado por fungos filamentosos da Colecdo de Fungos da Caatinga
do CDSA/UFCG foram utilizados como inoculo para a realizacdo da fermentacdo dos graos

de Coffea arabica.

4.4 PROCESSO FERMENTATIVO DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA COLECAO DE
FUNGOS DA CAATINGA CDSA/UFCG EM GRAOS DE Coffea arabica

Graos de Coffea arabica depositados em Elermeyers foram inoculados com café
moido fermentado por fungos filamentosos e incubados a temperatura de 37 °C por 48, 96,
144 e 192 horas. O meio de cultivo continha a presencga restrita de graos de café umedecidos
com dgua destilada, esterilizado em autoclave, por 60 minutos, a 121 °C. A composicao do

meio de cultura para realizacio da fermentacdo em estado sélido esta descrita na Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢do do meio de cultura para realizagdo da fermenta¢do em graos de café

COMPONENTE QUANTIDADE
Graos de café 100 g
Agua Destilada 43 mL
Café moido fermentado 10g

45 SECAGEM DOS GRAOS DE CAFE FERMENTADOS POR FUNGOS
FILAMENTOSOS

Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a Resolucao — CNNPA
n°® 12, de 1978 relata que o percentual de dgua encontrado na amostra do produto, graos de
café, deve ser de no maximol1% p/p. Sendo assim, graos café fermentado foram medidas por
gravimetria em balancga de precisdo e levadas para estufa de secagem a 50°C, por 24 horas. As
amostras foram resfriadas até a temperatura proxima a ambiente, antes da nova medida por
gravimetria. A umidade (U) é determinada pela Equacdo 2 (base timida %b.u) (Association of
Official Analytical Chemists, 1990), e depois armazenados em sacos plasticos com fecho
hermétrico

(massa inicial — massa final)x 100

U(%b.u) = (2)

(massa inicial)
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4.6 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS
4.6.1 Técnica de Microcultivo

A técnica de microcultivo, baseada na Agéncia de Vigilancia Sanitdria (2004), foi
utilizada para identificagdo dos isolados que foram capazes a realizarem a fermentagcao de
graos de Coffea arabica. Em uma lamina para microscopia esterilizada, foi adicionado
aproximadamente 1 mL de meio BDA (Tabela 2), no qual foi inoculado o isolado de
interesse, e em seguida coberto por uma laminula também esterilizada, na qual trés de seus
lados foram selados com base para as unhas. Este conjunto foi inserido em uma placa de Petri
contendo papel de filtro umedecido com dgua destilada esterilizada e dois palitos de madeira
esterilizados, como suporte (Figura 2). Em seguida, o material foi incubado a 34°C (£1°C),
com acompanhamento do crescimento por 96 horas em microscopio Optico € comparagdo das

imagens obtidas com literatura especializada.

Figura 2 — Técnica de Microcultivo para andlise de fungos filamentosos

Papel de filtro

amido Placa de Petri

Inoculo Limina

Meio de Cultura

Palito

Laminula

Fonte: SOUSA, 2014.

4.4.2 Técnicas moleculares

A identificacdo dos isolados por meio de técnicas moleculares foi realizada pela
professora Cristina Motta e Jadson Bezerra da Micoteca URM do Departamento de
Micologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco. As
colonias puras do fungo de interesse foram cultivadas em meio BDA e depois colocadas em
um pequeno frasco previamente esterilizado, contendo dgua destilada esterilizada, sendo

posteriormente selado e enviado para o procedimento de identificacao (Figura 3).



25

Figura 3 — Pequenos frascos plasticos contendo agua destiladas e as colonias puras dos isolados de
interesse.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CULTIVO E SELECAO DOS ISOLADOS CAPAZES DE REALIZAREM A
FERMENTACAO

No presente trabalho, escolhidos de forma aleatdria, fez-se a reativacdo de vinte e
cinco isolados fingicos da Colecdo de Fungos da Caatinga do CDSA/UFCG. Os isolados
fingicos foram cultivados em BDA, uma vez que este é o meio de cultura mais comumente
utilizado, por possibilitar o crescimento de micélio de uma vasta gama de fungos, além de sua
formulacao ser simples (ALBERT; PANDYA; PADHIAR, 2012).

Podemos observar pela Tabela 5, dos vinte e cinco isolados trés ndo apresentaram
crescimento em meio de cultura BDA. Rodrigues e colaboradores (1992) relatam que a
dificuldade de algumas culturas crescerem apds longos periodos de armazenamento em
crescimento reduzido pode ser devido ao tipo de armazenamento e conservagdo dos isolados

fungicos.

Tabela 5 - Cultivo dos isolados fingicos em meio BDA para esporulag@o.

ISOLADO AVALIADO CRESCIMENTO EM MEIO BDA

CDSA02, CDSA06, CDSA(09, CDSAI12, CDSA20,

CDSA23, CDSA24, CDSA43, CDSA50, CDSA54,

CDSA60, CDSA66, CDSA68, CDSA70, CDSA7I, +
CDSA101, CDSA104, CDSA108, CDSA109,

CDSA110, CDSA112, CDSA114

CDSA74, CDSA111, CDSA64

Legenda: Simbolos convencionais utilizados:
+: houve crescimento microbiano
—: ndo houve crescimento microbiano

A selecdo dos microrganismos capazes de realizar o processo fermentativo em graos
de Coffea arabica, café, foi realizada a partir do desempenho destes ao serem submetidos a
FES tendo o café moido como substrato. A inoculac¢do dos isolados fingicos em café moido
foi procedido por meio da extragdo dos esporos dos vinte e dois isolados que apresentaram
crescimento em meio BDA. Em cada placa de Petri foi feita a adicdo de 1 mL de solugdo
salina (NaCl 0,9%) e uma gota de detergente (Figura 4A) para retirada dos esporos. Em cada
pote de vidro contendo café moido foi adicionado de 1 mL de suspensdo de esporos na
concentracdo de 1,71 x 10° esporos.mL™" (Figura 4B), que foram incubados 2 temperatura de
37 °C entre 96 e 144 horas, variando de acordo com a velocidade especifica de crescimento

(u) de cada espécime (Figura 4C; 2D).
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Figura 4 — (A) extragdo dos esporos fingicos dos isolados que apresentaram crescimento em meio BDA e em
(B) inoculagdo do café moido pela suspensdo dos esporos. Em (C) frasco de vidro contendo café moido ao inicio
do processo fermentativo, e em (D) frasco de vidro contendo café moido ao fim do processo fermentativo. Todo
processo foi realizado no fluxo laminar e com materiais previamente esterilizados, para evitar contaminacao.

T

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, observa-se que dentre os vinte e dois
isolados que apresentaram crescimento no meio de cultura BDA quando submetidos ao meio
com presenca exclusiva de café, apenas cinco (22,72%) foram capazes de realizar a
fermentagcdo. Os demais isolados (77,28%) demonstram ndo serem aptos a realizar a FES,
uma vez que as caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos influenciam o crescimento
micelial fingico (DONINI et al., 2006; SALES-CAMPOS et al., 2008). O meio BDA
apresenta grande riqueza nutricional (PANDEY; SHARMA, 2010) e, segundo Flamente
(2001), os graos de café verde sdo compostos por: glicidios, ligninas, lipideos, proteinas,

cinzas, compostos ndo-voldteis 4cidos, trigonelina e cafeina. E o fato de microrganismos
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crescerem em um substrato e ndo em outro estd ligado a metabdlitos especificos (SILVA;
TEIXEIRA, 2012). Borzani e colaboradores (2001) relatam que espécies que originalmente
crescem tanto em meio completo, rico de nutrientes, como em meios com quantidades
minimas de nutrientes, podem apresentar mutantes que perderam a capacidade de sintetizar

algum componente do meio completo que ndo existe no meio minimo.

Tabela 6 — Suspensido de esporos dos isolados fingicos inoculadas em presenga exclusiva de café moido.

ISOLADO AVALIADO CRESCIMENTO EM MEIO DE CAFE MOIDO

CDSAO02, CDSA06, CDSA54, CDSA60, CDSA71

CDSA09, CDSA12, CDSA20, CDSA23, CDSA24,

CDSA43, CDSA50, CDSA66, CDSA68, CDSA70,

CDSA101, CDSA104, CDSA108, CDSA109, -
CDSA110, CDSA112, CDSA114

Legenda: Simbolos convencionais utilizados:
+: houve crescimento microbiano
—: ndo houve crescimento microbiano

A cafeina € outro provavel fator que ocasionou a inibi¢ao do crescimento microbiano
dos isolados utilizados neste estudo, uma vez que varios estudos demonstraram que a cafeina
pode exercer efeito fungistitico e antimicotoxigénico, principalmente em espécies de
Aspergillus e Penicillium, caracterizando-se pela atividade pouco significativa no
desenvolvimento fungico inicial de 5 dias. Ja na fase estacionaria (10 dias) ocorre elevacdao no
grau de inibicdo. (BUCHANAN; FLETCHER, 1978; BUCHANAN; TICE; MARINO, 1982;
BUCHANAN; HARRY; GEALT, 1983;).

Os cinco 1solados que se mostraram aptos a realizar o processo fermentativo em café
moido (Tabela 6), foram avaliados para a fermentacdo em graos de café. Café moido
fermentado pelos isolados foi utilizado como inoculo para execu¢do da fermentacdo dos graos
de café (Figura 5A). Cada Elernmeyer contendo a presenga restrita de grdos de café
umedecidos com 4gua destilada, esterilizado em autoclave (Figura 5B), foi inoculado com
café moido fermentado por fungos filamentosos, e submetidos a quatro periodos de

incubacao.
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Figura 5 - (A) frasco de vidro contendo café moido fermentado por isolado fingico da Cole¢do de Fungos da
Caatinga do CDSA/UFCQG utilizado como inoculo para fermentacao dos graos de café¢ e em (B) Elernmeyers
contendo a presenga restrita de graos de café umedecidos com dgua destilada ao inicio do processo fermentativo.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 7, observa-se que apesar dos
microrganismos terem sido capazes de realizar a FES em café moido apenas os isolados
fingicos denominados CDSA60 e CDSA71 demonstraram-se eficazes no procedimento
fermentativo em graos de Coffea arabica. Segundo Pinto (2005), uma das caracteristicas da
FES € o tipo de substrato, que sdo extremamente heterogéneos, pois sao utilizados nao sé
como suporte, mas também como fonte de carbono e energia. Esta heterogeneidade refere-se
as variagoes na estrutura quimica de cada uma das moléculas presentes e a propor¢@o entre 0s
diferentes componentes.

A inibicdo do crescimento em graos de café dos isolados fingicos denominados
CDSA02, CDSA06 e CDSA54 ocorreu provavelmente em decorréncia ao tamanho das
particulas do substrato, uma vez que estes apresentaram crescimento em café moido com
particulas de 1 mm de didmetro, mas ndo em graos de café que possuem entre 16 e 18 mm de
diametro. Segundo Mitchell e colaboradores (2000), o tamanho da particula e forma é
extremamente importante, pois eles afetam a relacdo da é4rea superficial e o volume da
particula, o tamanho e a forma dos espacos vazios entre as particulas, que pode favorecer ou
desfavorecer o acesso aos nutrientes e disponibilizacdo de oxigénio. Sendo assim a
fragmentacdo dos graos de café poderd ser uma possibilidade para que estes isolados possam

ter uma maior acessibilidade ao substrato e assim realizar o processo fermentativo.
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Tabela 7 - Culturas inoculadas em presenca restrita de grios de café umedecidos autoclavados.

ISOLADO AVALIADO CRESCIMENTO EM GRAOS DE CAFE

CDSA60, CDSAT71 +

CDSAO02, CDSA06, CDSA54 -

Legenda: Simbolos convencionais utilizados:
+: houve crescimento microbiano
—: ndo houve crescimento microbiano

Substratos de particulas pequenas possuem maior drea superficial para a o crescimento
dos microrganismos, mas estas podem resultar em aglomeracio do substrato, interferindo na
utilizacdo do oxigénio pelos microrganismos e pode resultar em pouco crescimento. As
particulas grandes fornecem menos édrea superficial, mas o espaco entre as interparticulas sao
maiores e consequentemente a transferéncia de oxigénio € melhor (SIMOES, 2006; ROCHA,
2010). Os fungos filamentosos tém como caracteristica a capacidade de penetrar nos espagos
inter e intraglanulares dos substratos por meios mecanicos ou enzimaticos (RAIMBAULT,
1998; SCHMIDELL, et al., 2001; MANPREET, et al., 2005; SIMOES, 2006).

O tempo de atuacdo dos microrganismos nos graos de café atribuird caracteristicas a
bebida de café, sendo assim, os isolados CDSA60 (Figura 6) e CDSA71 (Figura 7) foram
submetidos ha quatro tempos fermentativos. A qualidade do café € decorrente de um conjunto
de atributos fisicos e fisico-quimicos que sdo responsdveis pelo sabor e aroma caracteristicos
das bebidas, ressaltando entre estes compostos volateis, fendlicos, dcidos graxos, proteinas,
acucares, acidez, degradacido da parede celular dos graos resultando em alteracOes em seus
constituintes e algumas enzimas, das quais a presenca, teor e atividade conferem ao café sabor
e aromas peculiares (LOPES, 2000). Segundo Pimenta e Vilela (2003) a boa ou a ma
qualidade da bebida € decorrente de fermentacdes e suas reacdes enzimdticas. Além disso,
durante o processo de torragdo os grdos sofrem algumas reacOes quimicas importantes
conferindo ao café sabor e aroma peculiares (LOPES, 2000).

Observa-se pelas Figuras 6 e 7 o aumento progressivo miceliar flingico sobre os graos
de café. Ao final de cada periodo de incubacdo os graos foram levados para estufa de secagem
para a retirada da umidade, uma vez que no inicio do processo fermentativo, de acordo com a
Equacdo 2, a U (%b.u) do café moido e dos graos foi de 50% e 44,44% respectivamente, apos
o processo de secagem a U (%b.u) dos graos fermentados foi reduzida aos 11% exigidos pela

ANVISA. Apés o processo de retirada de umidade, os graos fermentados foram armazenados
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em sacos plasticos com fecho hermétrico, e levados para a andlise sensorial, como

demonstrado nas figuras 4 e 5.

Figura 6 — Graos de café fermentados pelo isolado CDSA60 da Colecdo de Fungos da Caatinga do
CDSA/UFCG. Em (A) graos fermentados apds 48 horas, (B) graos fermentados apds 96 horas, (C) graos
fermentados apds 144 horas e em (D) graos fermentados apds 192 horas.
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Figura 7 — Graos de café fermentados pelo isolado CDSA71 da Colecdo de Fungos da Caatinga do
CDSA/UFCG. Em (A) graos fermentados apds 48 horas, (B) graos fermentados ap6és 96 horas, (C) graos
fermentados apds 144 horas e em (D) grios fermentados ap6s 192 horas.

A aplicacdo de microrganismos isolados do bioma caatinga em processos
fermentativos é de extrema valia para a inovacdo tecnoldgica, desenvolvimento dos mais
variados produtos, e exploracdo da diversidade genética e metabdlica dos microrganismos de

forma sustentavel.

5.2 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FERMENTADORES DE CAFE

Os isolados selecionados para a fermentagdo do café foram submetidos a identificacao.
A identificacdo dos isolados fermentadores de café (CDSA02, CDSA06, CDSA54, CDSA60

e CDSA71) foi realizada utilizando a técnica de microcultivo, na qual as caracteristicas
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morfoldgicas microscopicas dos isolados foram consideradas para sua identificacio. O cultivo
dos isolados em lamina em meio BDA observados em microscépio 6ptico com aumento de
40x possibilitou o estudo das diferentes estruturas fungicas e a disposi¢do destas ao longo das
hifas. Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar a existéncia de apenas um
género, o género Aspergillus. O isolado CDSAQ02 ndo apresentou crescimento nas laminas,
ndo sendo possivel a identificacao.

Para todos os isolados fungicos foram observados estruturas como conidiéforos retos,
simples, terminando em uma globosa vesicula, apresentando fidlides no dpice sobreposta por
conidios (BARNETT; HUNTER, 1998). As colonias apresentam uma ampla variacdo na
coloragdo, com coloragdes em tons de ver, amarelo, cinza, marrons, preto e branco, sendo
assim, uma carateristica macroscopica adotada para classificacio (MONTEIRO, 2012).

De acordo com as caracteristicas descritas anteriormente, determinou-se que OS
isolados CDSA06, CDSA54, CDSA60 e CDSA71 assemelham-se com espécies pertencentes
ao género Aspergillus. E a diversidade morfoldgica observada entre os isolados citados,
considerando-se a cor das colonias, pode indicar diversidade de espécies desse género. Por
meio do uso de técnicas moleculares realizadas no Departamento de Micologia do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, pela professora Cristina Motta e
o Jadson Bezerra, foi possivel as identificar das espécies dos isolados fingicos denominados
CDSA06, CDSAS54, CDSA60 e CDSATI.

O fungo filamentoso denominado CDSAOQ6 identificado como pertencente ao género
Aspergillus, espécie A. parasiticus caracteriza-se por apresentar colonias de coloracdo verdes
a amarelo-olivas (Figura 8), tornando-se acinzentadas com a idade, e apresenta conidios
esféricos e com paredes rugosas. O Aspergillus parasiticus € um potencial produtor de
Aflatoxina e pode ser encontrado em muitos substratos, tais como amendoim, graos de café,
milho, sementes de algoddo, sementes oleaginosas, trigo, girassol e sorgo (PITT; HOCKING,
1997 apud SILVA, 2012).

O fungo filamentoso denominado CDSA54 também foi identificado como sendo do
género Aspergillus, espécie A. flavus. Assim como o A. parasiticus o A. flavus também
caracteriza-se por apresentar colonias de coloragdo verdes a amarelo-olivas, tornando-se
acinzentadas com a idade (Figura 9). Morfologicamente possui cabeca conidial varidvel e
produz conidios bastante varidveis em forma e tamanho, com paredes relativamente finas,

podendo ser muito ou pouco rugosos (PITT; HOCKING, 1997 apud SILVA, 2012).
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Figura 8 — Isolado CDSAO06 identificado como pertencente ao género Aspergillus, espécie A.
parasiticus. Em (A) crescimento fingico ap6s 96 horas de cultivo em meio BDA e em (B) Estruturas flingicas
com aumento de 40x ap6s 96 horas de cultivo em meio BDA.

Figura 9 — Isolado CDSA54 identificado como pertencente ao género Aspergillus, espécie A. flavus.
Em (A) crescimento flingico apds 72 horas de cultivo em meio BDA e em (B) Estruturas fingicas com aumento
de 40x apGs 72 horas de cultivo em meio BDA.

D E

Os isolados fungicos denominados CDSA60 (Figura 10) e CDSA71 (Figura 11) foram
identificados como pertencentes ao género Aspergillus e espécie A. fumigatus. O Aspergillus
Jumigatus é um fungo saproéfita que desempenha papel essencial no ciclo do carbono e do
nitrogénio ambiental, seu nicho ecoldgico natural € o solo, desenvolvendo-se em restos
organicos. Produz grande nimero de esporos que podem sobreviver a uma vasta gama de

condi¢des ambientais. Caracterizados por conidios de coloracdo verde e sua identificagdo é
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baseada predominantemente sobre a morfologia dos conidiéforos e os conidios (LATGE,

1999; ABAD, et al., 2010).

Figura 10 — Isolado CDSAG60 identificado como pertencente ao género Aspergillus, espécie A.
fumigatus. Em (A) crescimento fiingico apds 72 horas de cultivo em meio BDA e em (B) Estruturas fingicas
com aumento de 40x apds 72 horas de cultivo em meio BDA.

Figura 11 — Isolado CDSA71 identificado como pertencente ao género Aspergillus, espécie A.
fumigatus. Em (A) crescimento flingico apds 96 horas de cultivo em meio BDA e em (B) Estruturas fiingicas
com aumento de 40x ap6s 96 horas de cultivo em meio BDA.

Autores como Buchanan, Harry e Gealt (1983) em seus estudos demonstraram o efeito
fungistatico da cafeina em algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium.
Os isolados fermentadores de café identificados como pertencentes ao género Aspergillus

foram capazes de resistir ao efeito inibitdrio da cafeina.
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6 CONCLUSOES

e Apenas 22,72% dos fungos testados foram capazes de crescer em café;

e Dentre os vinte e dois espécimes fungicos avaliados, os denominados como CDSAO02,
CDSA06, CDSA54, CDSA60 e CDSA7I1, sdao capazes de realizar o processo
fermentativo em café moido;

e O tamanho das particulas do substrato restringiu o desempenho dos isolados flingicos
denominados CDSA02, CDSA06 e CDSAS54 no processo fermentativo dos grdos de
café;

e Os fungos filamentosos que neste trabalho foram capazes de fermentar café foram
identificados como sendo das espécies: Aspergillus parasiticus (CDSA06);
Aspergillus flavus (CDSAS54); Aspergillus fumigatus (CDSA60 e CDSA71);

e A partir deste estudo foi realizado o desenvolvimento de uma nova técnica para

fermentacdo do café.
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