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RESUMO

Os graos de café sdo altamente suscetiveis a transformacdes quimicas, fisicas e
estruturais apos determinados processamentos, fornecendo um amplo escopo para o
aprimoramento e desenvolvimento de técnicas e investiga¢des adicionais. O presente
estudo avaliou a viabilidade de aplicacdo da técnica de maltagem em gréos de café
arabica, com foco na construcdo de vias metabolicas e seu subsequente impacto na
gualidade sensorial, além de verificar 0 comportamento das sementes em diferentes
condicdes de embebicdo, de forma a estimular processos bioquimicos na etapa de
maceracao dos frutos, ocorrida na primeira etapa da maltagem. O experimento
ocorreu com 4 tratamentos de embebicao (embebicédo com glicose a 5%); embebicéo
com celulase a 3,4 g.L+ em tampé&o citrato de potassio 0,05 M e pH=4,8; embebicdo
com de frutose a 5% e embebi¢cdo com agua), além de um tratamento testemunha,
sem embebicdo. Andlise sensorial, caracterizacao do perfil enziméatico do mosto de
embebicéo e analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas neste estudo. O tratamento de embebicdo com frutose
apresentou a melhor média final na andlise sensorial e seus descritores evidenciaram
as modificacdes do perfil sensorial em comparacdo com o tratamento testemunha.
Todos os tratamentos de embebicdo foram capazes de induzir a expressdo das
enzimas: celulase, pectina liase, beta-glucanase e polifenoloxidase nos intervalos de
Oh, 12h, 24h e 36h. A celulase, os arabinogalactanos e as galactomananas foram os
possiveis compostos que mais diferenciaram os tratamentos no espectro de
infravermelho. A aplicacdo da técnica de maltagem em grdos de café arabica se

mostrou uma alternativa viavel e inovadora.

Palavras-chave: Maltagem. Perfil sensorial. Enzimas. Café arabica.



ABSTRACT

Coffee beans are highly susceptible to chemical, physical and structural
transformations after certain processing, providing a wide scope for the improvement
and development of additional techniques and investigations. The present study aimed
to evaluate the feasibility of applying the malting technique in Arabica coffee beans,
focusing on the construction of metabolic pathways and their subsequent impact on
sensory quality, in addition to verifying the behavior of the seeds under different
imbibition conditions in order to stimulate biochemical processes in the fruit maceration
stage. The assay was carried out with 4 different imbibition treatments (5% glucose
imbibition; 3.4 gL-1 cellulase imbibition in 0.05 M potassium citrate buffer and pH=4.8;
5% fructose imbibition and imbibition with water), in addition to a control treatment.
Sensory analysis, characterization of the enzymatic profile of the imbibition must and
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis were performed in this study.
The treatment of imbibition with 5% fructose presented the best final average in the
sensorial analysis and its descriptors evidenced the modifications of the sensorial
profile in comparison with the control treatment. All soaking treatments were able to
induce the expression of the following enzymes: cellulase, pectin lyase, beta-
glucanase and polyphenoloxidase at intervals of Oh, 12h, 24h and 36h. Cellulase,
arabinogalactans and galactomannans were the possible compounds that most
differentiated the treatments in the infrared spectrum. The application of the malting

technique in arabica coffee beans proved to be a viable and innovative alternative.

Keywords: Malting. Sensory profile. Enzymes. Coffea arabica.
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1 INTRODUCAO

O café é um importante produto comercial com forte influéncia econémica em diversos
paises (CONAB, 2018). Seu consumo se estende globalmente e o torna a segunda
commodity mais representativa dos mercados mundiais, estando atras apenas do
petréleo. O Brasil detém o posto de maior produtor e exportador mundial de café

arabica, seguido pelo Vietnd, Coldmbia, Indonésia, Etiopia e india (OIC, 2018).

A saber, os métodos de processamento por via seca ou Umida, em sinergia com
fatores genéticos, microbianos, edafocliméaticos e demais etapas do pos-colheita (Da
Mota et al., 2020), estdo intimamente relacionados a reacdes metabdlicas nos frutos
de café, influenciando a composi¢cdo quimica dos graos e subsequente qualidade

sensorial.

A fermentacdo do café compreende um processo de degradacdo da camada de
mucilagem de forma anaerébia, mediado por complexas interacfes microbiolégicas
envolvendo bactérias do acido lactico (BAL), bactérias do acido acético (BAA),
Bacillus, Enterobacteriaceae, além de fungos filamentosos e leveduras (AVALLONE
et al., 2001). Estudos revelam que metabdlitos secundarios gerados na fermentacao
se transformam em precursores de compostos volateis evidenciados durante a torra,
como ésteres, alcoois e cetonas (DE MELO PEREIRA, 2015).

Graos de café apresentam germinacdo assincrona e sdo categorizados como
sementes intermediérias, fisiologicamente localizadas entre as ortodoxas e
recalcitrantes. A germinacéo precoce dentro do fruto € provavelmente evitada pela
acdo conjunta do &cido abscisico (ABA) e do potencial osmotico da polpa (BEWLEY
e BLACK, 1994).

Pesquisas tentaram confirmar que sementes de café iniciam o processo germinativo
durante o processamento, com base na expressao da isocitrato liase especifica para
germinagao (ICL) e um aumento na abundancia de B-tubulina, um marcador para a
divisdo celular ou alongamento (SELMAR et al., 2006; HAILE; KANG, 2019), porém,

esse fendbmeno ndo esta completamente elucidado.

A germinacdo pode ser considerada um modulo biotecnologico com fortes

perspectivas futuras, no que tange a melhorias do valor nutricional de produtos



alimenticios, através de mudancas significativas no cenario bioquimico, nutricional e
sensorial de sementes (KIM, et al., 2012). O inicio da germinacdo, bem como a
guantificacdo de seu progresso podem ser avaliados de diferentes maneiras, uma
delas é a determinacdo de enzimas especificas presentes em diferentes estagios de

eventos germinativos (BYTOF et al., 2007).

Uma das aplicagbes mais importantes do processo de germinag¢ao na tecnologia de
alimentos € a maltagem (FRANK et al., 2011). Esse processo compreende uma
abordagem biotecnoldgica envolvendo a maceracao, germinacao e posterior secagem
de sementes sob condi¢cdes controladas de temperatura e umidade (JONES e
BUDDE, 2005). Com a interrup¢ao da germinagédo pelo processo de secagem, um
espectro de mudancas significativas no conteido de metabdlitos € evidenciado, em

especial a maximizacao do extrato fermentativo (FRANK et al., 2011).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma técnica
analitica bem estabelecida para andlise rapida, de alto rendimento e ndo destrutiva de
uma ampla gama de tipos de amostras, fornecendo uma impressao digital
caracteristica de substancias quimicas ou bioquimicas presentes na amostra
(RODRIGUEZ; GUZMAN; HERNANDEZ, 2020). A especificidade quimica da imagem
FTIR se origina da interagdo (via absor¢do) da luz infravermelha com os modos
vibracionais das moléculas que estédo sendo interrogadas (KAZARIAN; CHAN, 2013).

Assim, apresentamos duas hipéteses neste estudo, sendo a primeira referente a
aplicacao da técnica de maltagem em gréos de café arabica, com foco na construcao
de vias metabdlicas e seu subsequente impacto no painel sensorial do café, e a
segunda, com foco em diferentes condicbes de embebicdo de forma a estimular

processos bioquimicos na fase de maceracgéo dos frutos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo possui como finalidade a compreenséo dos impactos gerados pela
aplicacdo da técnica de malteacdo em grédos de café, como uma alternativa de

ativacao de vias metabolicas para modificacao do perfil sensorial e quimico da bebida.



2.2 Objetivos especificos

e Estimular a germinacdo em sementes de café arabica sob condigbes
controlaveis;

e Verificar a eficiéncia da celulase, glicose, frutose e agua como forma de
acelerar a germinacéo na etapa de embebicdo das sementes;

e Analisar a sucessao enzimatica predominante durante a aplicacdo da técnica
de maltagem;

e Avaliar a qualidade sensorial dos cafés maltados;

e Verificar a alteracdo do perfil quimico dos cafés por espectroscopia de

infravermelho médio (MID).

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 O CAFE ARABICA

O café é um produto de importancia econdmica mundial (OIC, 2021), com destaque
as espécies de Coffea arabica L e Coffea canephora, pertencente a familia botanica
Rubiaceae e provenientes do género Coffea (ICO, 2008). Atualmente o Coffea arabica
L., lidera 76,4% de toda producdo mundial e o Coffea canephora, possui 24,6% de
representatividade (CONAB, 2018).

O café € uma lenhosa de porte baixo, originaria das florestas tropicais do continente
Africano em especial da Etiopia, Suddo e Quénia, no caso do café arabica, enquanto
as primeiras plantas da espécie conilon foram localizadas no oeste da Africa, em locais
de menores altitudes (FERNANDES et al., 2012).

O Brasil detém o posto de maior produtor e exportador mundial de café arabica ha
mais de 150 anos, além de ocupar a segunda posicdo entre 0s paises que mais
consomem a bebida, estando atras apenas dos EUA. Entre novembro de 2019 a
outubro de 2020, houve um crescimento de 1,34% acerca do consumo nacional per
capita da bebida em torno de 5,99 kg por ano de café cru e 4,79 kg por ano de café

torrado, correspondendo a 21,2 milhdes de sacas de 60 kg (ABIC, 2020).

A composicdo quimica do café possui relacdo direta com as condigdes ambientais e
genéticas da planta, além das etapas de beneficiamento dos grdos. Os principais

constituintes dos frutos sédo os compostos nitrogenados, carboidratos e lipideos, além



de compostos bioativos, como cafeina, acidos clorogénicos, flavondides, vitaminas,

minerais, entre outros (LIMA et al., 2010).

No tocante aos aspectos sensoriais da bebida, apds a etapa de torrefacdo dos graos
ja processados, além dos constituintes principais, encontram-se importantes
compostos volateis e ndo-volateis responsaveis pela formacéo de atributos, por meio
das modifica¢des bioquimicas que ocorrem durante o processo (SIQUEIRA e ABREU,
2006). A tabela 1, expressa os teores de alguns componentes quimicos do café
arabica.

Tabela 1- Composicao quimica do grdo de café arabica cru e torrado

Arébica

Componente

Cru Torrado
Minerais 3,0-4,2 3,5-4,5
Cafeina 0,9-1,2 1,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0
Lipideos 12,0- 18,0 14,5- 20,0
Acido Clorogénico Total 5,5- 8,0 1,2-2,3
Acidos alifaticos 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligossacarideos 6,0- 8,0 0-3,5
Polissacarideos Total 50,0- 55,0 24,0- 39,0
Aminoécidos 2,0 0
Proteinas 11,0- 13,0 13,0- 15

*Valores expressos em % de base seca.
Fonte: SMITH, 1985 adaptado.

3.1.1 Morfologia do gréo de café

A camada mais externa do fruto do café (figura 1) é denominada exocarpo ou casca
e em virtude da presenca de cloroplastos nos tecidos celulares, € possivel
acompanhar a maturacao dos frutos através da mudanca de cores. No estagio inicial,
o café apresenta coloracao verde e durante seu desenvolvimento, torna-se vermelho,
ou amarelo, de acordo com a variedade. As cores vermelhas sdo decorréncia do
desaparecimento de pigmentos de clorofila seguido do acumulo das antocianinas,



enquanto a cor amarelada é atribuida a luteolina (DE CASTRO; MARRACCINI, 2006;
MARIN, 2004).

O mesocarpo, comumente conhecido como mucilagem, € uma estrutura constituida
principalmente de proteinas (14,2%), celulose (9,1%), substancias pécticas (32,2%) e
acucares (50%) (AVALLONE et al., 2001). Nos frutos verdes o tecido é rigido e
compactado, tornando-se mais fino com a degradacdo da pectina pela acéo de
enzimas pectinoliticas (BOREM, 2008).

Mais internamente no fruto, localiza-se o endocarpo, que apés a maturagédo do fruto
torna-se o pergaminho. Essa estrutura compreende um tecido duro e lignificado,
composto por celulose, hemicelulose, lignina e proteina. O endocarpo exerce a funcao
de proteger o endosperma de enzimas digestivas do intestino de animais frugivoros
(URBANEJA et al., 1996). Além disso, Geromel et al., 2006 afirma que essa camada
atua como uma barreira fisica capaz de limitar a difusdo de certos compostos

bioquimicos de outros tecidos, como o pericarpo.

Figura 1 - Representacdo esquematica dos tecidos presentes na fase madura de
frutos de café arabica

Exocarpo
Mesocarpo

Endocarpo

Perisperma

Endosperma

Embriao

Fonte: Autoria Prépria (2021).

O perisperma ou “Silver skin”, consiste em uma pelicula prateada com cerca de 70 ym

de espessura que envolve o endosperma. Essas peliculas sédo eliminadas durante a



torrefacdo dos gréos e, quando em grandes quantidades, sugerem que a colheita ndo

foi realizada no estagio ideal de maturacédo (DEDECCA, 1957).

Do ponto de vista econdmico e fisioldgico, 0 endosperma € a parte mais importante
do fruto (GOULART, 2007). Segundo Borem (2008), encontra-se no endosperma a
cafeina, trigonelina, diferentes &cidos, proteinas, lipideos, altos conteudos de
polissacarideos, lignina e minerais. Em seu estagio maduro, o endosperma atua como
um tecido de reserva de nutrientes e compostos que posteriormente sdo mobilizados
pelo embrido durante o processo germinativo do grdo de café (DE CASTRO;
MARRACCINI, 2006).

3.1.2 Processamento dos frutos do cafeeiro

Os atributos sensoriais resultantes em uma xicara de café, sédo ditados por uma série
de parametros relacionados ao pré e pés-colheita, o que possibilita a aplicacdo de
diferentes metodologias de melhoramento visando potencializar a qualidade da
bebida. Os fatores de pré-colheita estdo associados a condi¢cbes genéticas e
ambientais, enquanto o pés-colheita inclui o processamento por via seca ou via Umida,
secagem, armazenamento e transporte decorrente dos gréaos. (RIBEIRO, 2017,
SELMAR et al., 2014).

Melhorias na qualidade da bebida sdo estratégias complementares a melhorias na
produtividade, que podem justificar o crescimento da insercdo de produtores em
segmentos de mercado de alto valor, impactando diretamente no aumento da
producdo de cafés especiais em nivel mundial (CORTES-MACIAS, 2022;
GUTIERREZ-GUZMAN, 2018).

O processamento por via seca abrange a colheita das cerejas de café em seu estagio
ideal de maturacdo, que sdo separadas dos frutos verdes e bdias e direcionadas a
secagem com os frutos intactos e sem a remocao do exocarpo, resultando em cafés
naturais. No processamento por via imida, o exocarpo é retirado e pode-se obter trés
tipos de cafés: o cereja descascado, proveniente da remog¢&o do exocarpo e posterior
secagem com a mucilagem aderida ao pergaminho; o café totalmente lavado, com a
completa remocdo do exocarpo e da mucilagem remanescente, através da
degradacdo e solubilizacdo proveniente do processo fermentativo; e o café

desmucilado, com a retirada mecéanica da mucilagem (TAVEIRA et al., 2015). Vale
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frisar que os cafés processados por via Umida costumam apresentar maior tolerancia
a secagem, o que é evidenciado pela maior atividade de enzimas antioxidantes e

melhor desempenho fisioldgico do que aqueles processados por via seca.

A umidade do café recém-colhido e processado é de 55-60% e ap0s a secagem fica
entre 11% a 12%. Convencionalmente, sdo utilizados dois tipos de secagem: a
secagem ao sol e a secagem mecanica. O processo deve ocorrer de maneira uniforme
para garantir inocuidade e qualidade dos gréos, bem como evitar fermentagbes
indesejaveis (GHOSH; VENKATACHALA, 2014).

Foram demonstradas evidéncias de que os diferentes métodos de processamento
induzem o processo germinativo dos graos e criam rotas metabdlicas que interferem
diretamente nos perfis sensoriais da bebida (HAILE; KANG, 2019). A hip6tese de que
as sementes germinam durante o processamento foram propostas com base na
expressdo da isocitrato liase (ICL), enzima especifica da germinacédo, seguida do
aumento do conteudo de B-tubulina, um marcador da divisédo celular ou alongamento
(SELMAR et al., 20086).

Portanto, gréos devidamente preparados, podem apresentar qualidade igualmente
superior, uma vez que infusées provenientes do processo Umido, sdo marcadas por
aromas memoraveis e acidez agradavel, enquanto os cafés “naturais” apresentam

corpo mais intenso e maior dogura (SELMAR et al., 2014).

3.2 FERMENTACAO E ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DO CAFE ARABICA

A fermentacdo em estdgio umido do café compreende um processo de degradacgéo
da camada de mucilagem de forma anaerébia, mediado por complexas interacbes
microbiolégicas envolvendo bactérias do acido lactico (LAB), bactérias do acido
acético (AAB), Bacillus, Enterobacteriaceae, fungos filamentosos e leveduras
(AVALLONE et al., 2001). A microbiota envolvida no processo pode variar de acordo
com fatores genéticos e ambientais, bem como a composic¢ao do fruto e o método de
fermentacdo (HUCH e FRANZ, 2015; SILVA et al., 2008;).

As espécies de leveduras mais frequentemente isoladas durante a fermentacéo
compreendem as espécies Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri, P. anomala,

Hanseniaspora uvarum e Debaryomyces hansenii delbrueckii (VILELA, 2010; SILVA
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et al., 2008). Além disso, bactérias com atividade pectinolitica pertencentes aos
géneros Erwinia , Klebsiella, Aerobacter, Escherichia e Bacillus, e uma variedade de
fungos filamentosos também s&o constantemente isolados (VILELA, 2010; SILVA et
al., 2008).

Esses microrganismos utilizam o endosperma do grdo como fonte de carbono e
nitrogénio, resultando na producéo de etanol e acidificagdo do meio (pH passa de 5,5-
6,0 para 3,5-4,0), proveniente de &cidos acéticos e laticos. Estudos ainda revelam que
metabdlitos secundarios gerados na fermentacao se transformam em precursores de
compostos volateis evidenciados durante a torra, como ésteres, alcoois e cetonas (DE
MELO PEREIRA, 2015).

A mucilagem dos grdos de café consiste principalmente em proteinas (14,2%),
acucares (50%), celulose (9,1%) e substancias pécticas (32,2%) (AVALLONE et al.,
2001; ELHALIS et al., 2021). Durante a fermentacdo, as enzimas naturais presentes
no fruto sédo ativadas, sendo as celulases, amilases, proteases e pectinases, as
principais (LARA et al., 2014).

Todavia, a degradacdo completa das substancias pécticas contidas na mucilagem
necessita da acao conjunta das enzimas mencionadas anteriormente, com outras que
sdo produzidas e acionadas por microrganismos do grao, bem como espécies que se
originam como contaminantes naturais do processo. De acordo com Silva et al.,
(2013), as principais enzimas presentes na fermentacdo do café sdo a
poligalacturonase, responsavel por catalisar a hidrélise das ligacfes glicosidicas a 1-
4; a pectina liase, que catalisa a degradacéo da pectina por transeliminacao, liberando
acidos galacturdnicos insaturados e pectina metil esterase, responsavel pela

desesterificacdo do grupo metoxila da pectina formando acido péctico e metanol.

Um dos principais desafios dos produtores é a dificuldade de controlar o processo
fermentativo do café, que ocorrendo de maneira espontanea pode desencadear em
uma bebida de qualidade inconsistente e imprevisivel (ELHALIS, 2021). Quando
ocorrem falhas na fermentacéo, microrganismos indesejaveis como bactérias e fungos
patogénicos e deteriorantes contaminam o processo. Além disso, a fermentacao

estimula a producéo de acidos butiricos e propidnicos, notadamente responsaveis por
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atribuirem sabores estranhos e comprometedores da qualidade final do café (KRUG,
1940).

3.3 GERMINACAO DO CAFE ARABICA E EVENTOS FISIOLOGICOS
ASSOCIADOS

A germinacdo consiste em uma série de eventos morfologicos, fisiolégicos e
bioquimicos de extrema importancia para a propagacao de espécies e melhoria da
biodiversidade agricola mundial. Sob a 6tica morfolégica, o processo se baseia na
retomada do crescimento do embrido, seguido pela emergéncia da plantula
(COPELAND e MCDONALD, 1995). Em termos fisiolégicos e bioquimicos, ocorre o
reinicio da transcricdo do genoma, seguido da retomada de atividades metabdlicas,
bem como processos bioquimicos relacionados ao desenvolvimento e crescimento
vegetativo das sementes (JANN e AMEN, 1980).

Os gréos de café arabica sao categorizados como sementes intermediarias, com um
certo grau de tolerancia a dessecacao (entre 10% e 12%), sem perderem sua
viabilidade. As sementes sdo consideradas fisiologicamente dormentes (BASKIN e
BASKIN, 2004) e possuem germinacdo assincrona e influenciada por fatores
intrinsecos, como quantidade e qualidade das reservas energéticas, morfologia
funcional dos cotilédones e sintese de hormdnios vegetais, além de influenciadores
abidticos (temperatura e disponibilidade de Oz e luz, excesso ou déficit hidrico,

salinidade, processamento e armazenamento) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Pereira (2002), relata que as causas da germinacao lenta do café ainda ndo foram
totalmente elucidadas, mas segundo Valio (1980), ha evidéncias de que o endocarpo
pode exercer influéncias inibidoras, ndo por dificultar a absor¢céo de agua e O:2 pelos
tecidos, mas por restricdes mecanicas que limitam a extensibilidade da parede celular
e o crescimento do embrido. Além disso, pode-se relacionar a lenta germinagéo com
0s baixos teores de substancias semelhantes ao acido giberélico no grao, bem como
a liberagdo de cafeina pelo perisperma, a qual é considerada um inibidor natural
(SILVA et al., 2004).

O processo de germinacdo do café arabica consiste em trés fases principais. A
primeira compreende a embebicdo das sementes, marcada pela quebra da
dorméncia, rdpida absorcdo de dgua nas horas iniciais, acarretando na hidratacao do
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citoplasma; reativacdo de atividades metabdlicas, como respiracdo e reparo nas
mitocéndrias, com a retomada na producdo de moléculas de adenosina trifosfato
(ATP); biossintese de proteinas pelo mRNA; retomada da biogénese e atividade de
enzimas e inicio da mobilizacdo e digestdo das reservas energéticas da semente
(BEWLEY & BLACK, 2013). Nessa primeira fase ainda ocorre reparos no DNA, em
virtude das danificacbes provenientes do desenvolvimento, processamento e
dessecacdo das sementes, esse processo envolve a enzima DNAligase, ativada com
a embebicdo (BEWLEY, 1997).

Uma vez que a velocidade de embebicéo e respiracdo tonam-se estaveis, inicia-se a
fase 2, marcada em especial pela digestdo das reservas energéticas seguida da
translocacao e difusdo dos compostos hidrolisados para pontos de crescimento do
embrido. Essa fase € finalizada com a formacé&o de novos tecidos, evento denominado
assimilacdo. Por fim, na terceira e Ultima etapa da germinac&o ocorre a emergéncia e
o0 crescimento da plantula (BEWLEY & BLACK, 2013). Uma representagéo
esquematica dessas fases pode ser observada abaixo, na figura 2.

Figura 2 - Principais eventos associados as trés fases da germinacao.
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Fonte: BEWLEY (1997) adaptado.

No embrido, um aumento no potencial de turgor é observado na fase |, indicando que
as ceélulas estdo absorvendo agua e se preparando para posterior expansao e

crescimento. O tecido do endosperma é composto por paredes espessas constituidas
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por polimeros ricos em hemicelulose, celulose e mananos insoluveis (BEWLEY,
2013).

As principais enzimas envolvidas no enfraquecimento do endosperma de sementes
de café sdo a endo-B-mananase, [(-manosidase e a-galactosidase.
Concomitantemente, é observado um aumento na porosidade das paredes celulares
proximas ao embrido, em que a sintese de DNA e o acumulo da proteina B-tubulina
ocorrem simultaneamente (SILVA et al., 2005), colaborando para sua expanséo e
alongamento. Uma maior protuberancia € evidenciada a partir do quinto ou sexto dia
de germinacdo, em condicdes laboratoriais (30°C no escuro). Cerca de 50% das
sementes exibem a protrusdo no dia 10, e até o décimo quinto dia a embebicéo é
completamente concluida, conforme ilustrado na figura 3 (VALIO, 1980; DA SILVA et
al., 2004).

Figura 3 - Germinacao de semente de café sensu stricto e posterior crescimento da
radicula.

3 dias 6 dias 9 dias 9 dias 25 dias &

Durante a germinagao Apos a germinagao

Fonte: EIRA et al.,2006.

Além dos nutrientes e enzimas importantes para a germinacao do café arabica, os
hormoénios vegetais acido abscisico e giberelina, desempenham papéis importantes
na regulagéo da inducéo, manutencéao e liberagdo da dorméncia das sementes (EIRA
et al., 2006). O acido abscisico sesquiterpeno regula os principais eventos durante a
formacdo das sementes, como a deposicdo de reservas de armazenamento,
prevencao da germinacao precoce, aquisicdo de tolerancia a dessecacéao e inducao
de dorméncia primaria (KERMODE, 2005).
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Valio (1976) e Da Silva (2004), mostraram que a ocorréncia e 0 aumento transitorio
do conteudo de ABA impedem o crescimento do embrido através da inibicdo da
extensibilidade da parede celular, por dificultar o aumento no turgor da célula. O ABA
inibe a segunda etapa do enfraquecimento do endosperma e reduz a atividade de pelo

menos duas isoformas da endo- -mananase (DA SILVA, 2004).

Os mecanismos de acao das giberelinas (GAs), bem como sua importancia na
germinacdo do café ardbica, foram propostos por elas estarem presentes tanto no
embrido quanto no endosperma (KARSSEN, 1989). Acidos giberélicos endégenos s&o
necessarios para o alongamento das células embrionarias e para o enfraquecimento
do endosperma durante a germinacdo. Entretanto, ao contrario dos efeitos
estimuladores da GA na germinagdo de sementes, o0 acido giberélico exdégeno inibe a
protrusdo e emergéncia da plantula em sementes de café (VALIO, 1976; DA SILVA
2004; EIRA et al., 2006).

De acordo com Da Silva et al.(2005), concentracfes supra 6timas de GA (100 uM)
liberadas no endosperma podem acarretar na morte celular do eixo embrionéario. O
embrido seria afetado por acucares prejudiciais como a manose, liberados durante a
degradacédo do endosperma. O mesmo estudo evidenciou os efeitos prejudiciais da
luz sob a germinacdo, uma vez que estimula a biossintese de GA exdgenas em

excesso, tornando-a tdxica e nociva para a germinacao.

3.4 PROCESSO DE MALTEACAO

Uma das aplicacBes mais importantes do processo de germinacao na tecnologia de
alimentos € a maltagem (FRANK et al.,, 2011). Esse processo compreende uma
abordagem biotecnologica envolvendo a maceracdo, germinacdo e subsequente
secagem de sementes sob condi¢des controladas de temperatura e umidade (JONES
e BUDDE, 2005).

Em virtude de sua composi¢éo quimica e alta disponibilidade de amido, a cevada é o
grao mais utilizado na maltagem; entretanto, € comum encontrar maltes de trigo, arroz,
sorgo, centeio e aveia, destinados a producdo de bebidas fermentadas e outros

alimentos (MacLeod e Evans, 2016).
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A etapa inicial da malteacdo é denominada maceracdo ou embebicdo. Os graos de
cevada séo secos e armazenados em um nivel de umidade entre 10% e 14%, de
modo a evitar contaminacdes fangicas indesejaveis e preservar a viabilidade
germinativa. Durante a maceracdo 0s grdos sao submersos em agua com alguns
periodos de aeracdo, levando a reidratacdo dos tecidos celulares por osmose e
ativacdo de importantes enzimas (CONTRERAS-JIMENEZ et al., 2019). O principal
objetivo dessa etapa é promover a limpeza da cevada e fornecer umidade suficiente

(44% em base umida) para o inicio da germinacao.

O processo de conversdo da cevada em malte ocorre pela acdo de enzimas
naturalmente presentes no grdo, como a B-amilase, em conjunto com outras
sintetizadas na maceracédo. A sintese ocorre na camada de aleurona, impulsionadas
pelas giberelinas durante a germinagdo, onde aminoacidos sao liberados e -

glucanases, proteases e a-amilases sao formadas (SCHMITT e MARINAC, 2008).

O processo de germinagcdo tem como principal objetivo a sintese de enzimas
hidroliticas para enfraquecimento da parede celular do endosperma, a degradacao de
reservas energéticas de alto peso molecular e a solubilizacdo de nitrogénio
armazenado, levando a alteracdes fisicas e bioquimicas desejaveis (CELUS et al.,
2006).

Ao longo da maltagem observa-se um aumento da atividade de B-glucanases em
detrimento de B-glucanas, através da hidrélise e despolimerizacdo dessas moléculas
(MONTANUCI et al., 2017). As a-amilases sdo endoenzimas que predominam durante
a germinacao, responsaveis por hidrolisar as ligacdes a(1-4) das cadeias de amilose
e amilopectina, colaborando na maximizacdo do extrato fermentativo. A 3-amilase é
considerada a principal enzima responsavel pelo poder diastatico dos maltes e
hidrolisa as ligagbes a-1,4-D-glucana, liberando unidades de maltose a partir de
extremidades néo redutoras de cadeia de amilose (FENNEMA, 2010). Assim, o gréo

germinado é denominado “malte verde” (MacLeod e Evans, 2016).

A germinacao € interrompida pelo processo de secagem, em que o teor de umidade
dos gréos é reduzido para valores entre 4% e 5%, acompanhado por um espectro de
mudancas significativas no conteudo de metabdlitos (FRANK et al., 2011). Durante a

secagem ocorre a formacdo das melanoidinas, como resultado das reacbes de
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Maillard, entre acucares redutores e aminoacidos, provenientes da degradacao

enzimética do amido e das proteinas (PALMER, 2006).
4 METODOLOGIA

4.1 Aquisicao da matéria-prima e caracterizacao dos frutos

Os procedimentos experimentais foram realizados em cerejas de Coffea
Arabica L., provenientes da safra de 2021, em Venda Nova do Imigrante, no Estado
do Espirito Santo, Brasil. A colheita foi manual com auxilio de peneiras.

ApoGs a colheita, o café foi encaminhado para o Laboratério de Andlise e
Pesquisa em Cafés (LAPC), do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES) - Campus
Venda Nova do Imigrante-ES, passando pelo processamento por via seca, em que
frutos verdes, graos estragados, folhas e impurezas foram removidos por lavagem
com &gua potavel. Posteriormente, os gréos foram dispostos a secagem em estufas

com terreiros suspensos até que atingissem umidade entre 25% e 30%.

4.2 Maceracéo e condicdes de germinacao

As sementes foram submetidas a embebicdo em quatro tratamentos diferentes e
armazenadas em 3 incubadoras verticais BOD modelo NL 161/01, com temperatura
programavel de 30 °C, variacdo de * 0,1 °C e circulacao de ar forgcada por ventilagéo
interna, por 36h. Os tratamentos foram codificados como T1, T2, T3, T4 e T5, sendo
T1: sementes sem embebicdo; T2: embebicdo com solugédo de glicose a 5%; T3:
embebicdo em solucéo de celulase a 3,4 g.L ' em tampao citrato de potassio 0,05 e

pH=4,8; T4: embebicdo com solucéo de frutose a 5% e T5: embebi¢do com agua.

Finalizadas as 36h de embebicédo, as solu¢cdes foram drenadas e as condi¢gOes de
temperatura (30°C), umidade e luz foram controladas durante 15 dias nas incubadoras
verticais BOD, de forma a garantir a continuidade e eficiéncia da germinacao. Apds os
15 dias, os graos foram submetidos a secagem novamente até que fosse alcangado
um teor de 12% em base Umida e as sementes germinadas foram conduzidas para

torra e analises posteriores.

4.3 Preparo das amostras para analise sensorial

As amostras de café foram preparadas no Laboratério de Analise e Pesquisa em Café

— LAPC, do Ifes de Venda Nova do Imigrante. O processo de avaliacdo sensorial foi
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realizado seguindo a metodologia Specialty Coffee Association (SCA). O café ja seco,
foi submetido a classificagdo fisica, onde todos os grdos defeituosos foram
descartados. Os graos sadios, entdo, foram direcionados para 0 processo de
torrefacao.

As torras foram conduzidas no torrador Probatino com capacidade de 1,5kg, da marca
Probat ©. O perfil de torra padréo, foi definido a partir dos estudos de GLOESS et al.,
(2014), SCHENKER et al., 2017, considerando como referéncia, a coloracao final do
café torrado, baseando-se no conjunto de discos Agtron-SCAA, assim o ponto final de
torra destas amostras foi padronizado pelo disco #60. A figura 4 expressa o perfil de
torra desenvolvido para o experimento.

Figura 4 - Perfil de torra desenvolvido para experimentacao

Perfil de torra: Relagcio tempo x temperatura
°C
250
225
200
175 e
150 \ -
\
125 o -
\
100
75 v
30

VPP PP PSSP PP M

DI I I F N FH

L2

Fonte: Autoria propria, 2021.

Para cada amostra, utilizou-se 150 g de café verde que apos torrado foi separado em
duas embalagens de poliéster metalizadas com valvulas. A primeira embalagem foi
armazenada em um ambiente de até -10°C para as analises quimicas, e a segunda
embalagem foi depositada em temperaturas de até 25°C por 24 horas, para posterior

andlise sensorial.

A qualidade dos cafés foi avaliada através do protocolo de andlise sensorial da
Specialty Coffee Association - SCA (SCA, 2015), expressa através de uma escala
numérica centesimal. O formulario de degustacao consiste na avaliagdo de 11 (onze)
importantes atributos para o café: Fragrancia/Aroma, Uniformidade, Auséncia de

Defeitos (Xicara Limpa), dogura, sabor, acidez, corpo, finalizacao, equilibrio/balanco,
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defeitos e avaliacao global. As analises sensoriais foram realizadas por 6 Q-Graders

conforme Pereira et al., (2018).

4.4 Andlise de infravermelho

As analises de espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) foram realizadas no
Laboratério de Anélise e Pesquisa em Cafés (LAPC) do Ifes campus Venda Nova do
Imigrante. Os espectros de infravermelho médio das amostras de café torrado e moido
foram obtidos em um espectrometro modelo Cary 630 FTIR do fabricante Agilent
Technologies, num acessorio ATR (Reflexdo Total Atenuada do inglés, attenuated
total reflectance) de diamante com angulo de reflexdo de 45°, 1mm de diametro, 200
mm de area ativa e aproximadamente 2 mm de profundidade de penetracdo na
amostra, utilizando um detector de reflectancia de Seleneto de Zinco (ZnSe). O
espectro registrado foi obtido como a média de 8 varreduras consecutivas, com

resolucdo de 4 cm -1 na faixa de trabalho de 4000 a 630 cm - 1.

4.5 Caracterizacdo de perfil enzimatico

A caracterizagdo do perfil enzimético foi realizada através da atividade das enzimas,
celulases, polifenoloxidase, pectinase e B-glucanases no mosto e no extrato do

tratamento 1, sem embebicéao.
4.5.1 Celulase

A atividade enzimatica de celulase foi analisada de acordo com o método
descrito por Mandels et al.,, (1976). Para a reacdo, foi utilizado 250 pl de
carboximetilcelulose como substrato, 500 ul de tampao citrato de sédio (50 mmoL 1,
pH 4,8), 100 ul de extrato enzimatico bruto (EEB). O branco foi realizado com a
substituicido do EEB por 100 pl de solugao tampéo. Essa mistura de reacao foi mantida
por 10 minutos a 50°C em banho maria. O teor de aglcares redutores foi determinado
pela adicdo de 1 mL de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Em seguida, a mistura foi
incubada em banho maria por 5 min a 100°C. A reacéo foi diluida com a adicao de 6
mL de agua em 100 ul da amostra. A absorvancia das amostras foi medida a 540 nm.
Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para liberar 1 ymol de agucar redutor por min sob as condi¢des de ensaio.
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4 5.2 Polifenoloxidase

A atividade enzimatica da polifenoloxidase no tratamento 1 (sementes sem
embebicéo) foi determinada em amostra de grdos de cafés moidos em moinho de
discos (Bunn Coffee Mill, modelo G3A HD), com granulometria entre 70 e 75% das
particulas passando por peneira 20 mesh, US Standards. O método de extracédo da
enzima consiste na extracdo descrita por Draeta & Lima (1976), para isso foram
pesados 5g da amostra de café previamente moida e adicionados 40 mL da solugéo
de tampé&o acetato 0,5 mol L-1 a pH 5,5, agitando-se a amostra por 5 min. O material
utilizado foi mantido em baixa temperatura (4°C). Apds a agitacdo, a amostra foi
filtrada em papel de filtro Whatman n° 1. Para os outros tratamentos (T2, T3, T4 e T5)
utilizou-se 200 pl do extrato bruto enzimatico (EEB), 100 pl de catecol 0,1% e 800 pl
de agua destilada. A atividade da enzima foi determinada pelo método descrito por
Ponting & Joslyng (1948), utilizando-se o extrato da amostra sem catecol 0,1%, como
branco, expressa em U g-1 de grdos (U é a unidade de atividade enzimatica
equivalente a 0,001 da densidade otica por minuto). A absorvancia foi medida a 420

nm.

4.5.3 Pectina-liase

Para a determinacgao da atividade de pectina-liase, primeiramente foi realizada
a incubacgdo da enzima. Para isso, foram adicionados 300 pl do extrato bruto
enzimatico e 750 uyl de uma solucdo de pectina citrica (Sigma) 0,5%, 1500 pl de
tampéao acetato de sodio 0,05 M, pH 4,5. O branco foi determinado pela substituicdo
do EEB por solugéo tampéo. Os tubos foram incubados em banho-maria a 40 °C por
30 min (SANTI, 2005). Em cada tubo de ensaio foram adicionados 600 pl de HCI 0,5
M. A absorbancia foi medida em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 235

nm. A atividade da enzima foi expressa em U/min/mL.

4.5.4 B-glucanase

A determinagéao de B-glucanase foi realizada segundo MARCO e FELIX (2007)
com algumas modificagbes, usando lactose 1% em tampéao acetato 50 mM, pH 5,0. A
reagao seguiu com a adigdo de 100 pyL da amostra e 250 L de lactose 1% (em tampao
acetato 50 mM pH 5,0). As solugbes foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a

reacdo foi parada com a adi¢cdo de 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Ao
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branco foi adicionado 125 pL de enzima previamente desnaturada por fervura, por 10
minutos. Em seguida, as soluc¢des foram incubadas em agua fervente por 5 minutos
com consequente adicdo de 5 mL de agua para posterior leitura do produto da reacéo,
0 agucar reduzido, a 550 nm em espectrofotometro. Uma unidade da atividade
enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar
1umol de glicose por minuto de reacdo, sendo definida como U/min/mL, conforme as

condi¢cOes descritas.

4.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado com
cinco repeticdes no esquema fatorial 1x5x5, ou seja, um processamento (via seca),
cinco tratamentos e 5 repeticdes, sendo quatro deles submetidos a diferentes
condicdes de embebicdo das sementes, para a primeira etapa da técnica de
malteacdo (embebicdo com solucédo de glicose a 5%; celulase a 3,4 g.L"* em tampéo
citrato de potassio 0,05 M e pH=4,8; solucéo de frutose a 5% e embebi¢cdo com agua)
e um deles sem utilizar técnica. Para as analises sensoriais, foram realizadas anélises
estatisticas de variancia (ANOVAs) e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As médias do perfil enzimatico foram comparadas pelo
teste de Scott- Knott apds analises de estatisticas de variancia (ANOVAs). Os
resultados da analise de infravermelho foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA) e analise de agrupamentos hierarquicos (HCA). Todas anélises foram

realizadas utilizando o software R 4.1.2 (R Core Team, 2021).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE SENSORIAL

Os resultados obtidos na andlise sensorial dos cinco tratamentos evidenciaram a
viabilidade de aplicacédo da técnica de maltagem em gréos de café arabica, confirmada

pelas mudancas no perfil sensorial da bebida, mostrados na tabela 2.
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Tabela 2 — Médias da caracteristica nota final de cinco tratamentos.

Tratamento Nota Final
1 - Natural (sementes sem embebicao) 83.78 ab
2 - Embebi¢cédo com glicose (5%) 83.33 ab
3 - Embebicédo com celulase 83.10 ab
4 - Embebic&o com frutose (5%) 84.05 a
5 - Embebicdo com agua 82.66 b
Média 83.38
CV(%) 0,85

IMédias seguidas de uma mesma letra mindscula na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
Fonte: Autoria propria (2022).

De acordo com a SCA (2013), todas as infusdes de café que apresentam avaliacdes
finais superiores a 80 pontos, permitem a classificacdo dos cafés como especiais. A
classificacdo do produto final pode ser afetada por diversos fatores como o
processamento pos-colheita, manejo da lavoura, torrefacdo, moagem e até mesmo a
percepcao sensorial dos consumidores e/ou degustadores (UFER; LIN; ORTEGA,
2019). No presente estudo, as diferencas nos atributos sensoriais foram atribuidas
principalmente aos métodos pos-colheitas empregados com a inducédo de eventos
germinativos e posterior interrupcdo com a secagem, caracterizando a técnica de

maltagem.

A média final do tratamento 4 (embebicdo com frutose), foi superior aos demais
tratamentos, porém nao se diferenciou do restante pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. O protocolo da SCA € projetado para avaliagbes de qualidade
relacionadas as caracteristicas do café, tornando complexo encontrar diferencas

significativas entre as amostras (GLOESS et al., 2014).

Na tentativa de discriminar os cinco tratamentos quanto ao perfil sensorial, os atributos
fragrancia/aroma, sabor, retrogosto, acidez, corpo, equilibrio, docura, copo limpo,
uniformidade, pontuacdo geral e final foram estudados através da Analise de
Componentes Principais (PCA).

O gréfico de scores do PCA € mostrado na figura 5 e foi baseado nos dois primeiros
componentes principais, PC1 (90,02%) e PC2 (7,29%), responsaveis por uma

variacdo cumulativa de 97,31%. No primeiro componente principal, destacaram-se
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todas as variaveis, ao passo que no segundo componente principal, destacou-se a
variavel Fragrancia. Pereira et. al (2020) observaram maior contribuicdo do equilibrio,
fragrancia/aroma, sabor e acidez para a diferenciagéo dos tratamentos.

A Figura 5 mostra a formacdo de trés grupos, sendo o grupo A formado pelos
tratamentos 4 e 1, ou seja, tratamentos com maiores notas finais, respectivamente,
84,05 e 83,78, o grupo B composto pelos tratamentos 2 e 3 com notas finais 83,33 e
83,10, respectivamente e, por fim, o grupo C instituido pelo tratamento 5 (embebicéo

com agua), com a nota mais baixa.

Figura 5 — Diagrama de dispersdo em relagcdo aos dois primeiros componentes

principais, obtidos a partir de cinco tratamentos quanto as caracteristicas sensoriais.
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Fonte: Autoria propria (2022)

Os descritores sensoriais das amostras demonstraram diferenca entre os tratamentos
(figura 6). O tratamento de embebicdo com frutose (T4), com a maior média final, foi
associado aos descritores “chocolate”, “fermentado”, “alcodlico”, além de notas florais,
frutadas e exdticas que valorizam bebidas de café, como “meldo andino” e “cupuacu’,
enaltecendo as modificacdes no painel sensorial proporcionadas pela embebi¢cdo com
frutose. Resultados semelhantes foram descritos por (CORTES-MACIAS, 2022), com

cafés submetidos a tratamentos Umidos e semi-secos.

As moléculas de sacarose, frutose e glicose sdo os principais aclUcares detectados
em graos de café, além de serem as fontes preferidas utilizadas por microrganismos
da fermentacdo (TAYLOR, 2019; DA MOTA, 2022) como leveduras e bactérias

lacticas.
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O metabolismo de acucares por microrganismos seguido da producao de acidos como
acido citrico e &cido latico podem contribuir para maior acidez, aromas frutados e
florais de bebidas de café (WANG, 2019; VANDENBERGHE, 2018), corroborando

nossos achados.

O agrupamento formado pelos tratamentos com glicose e celulase, quanto aos
descritores sensoriais estd associado a notas de “melaco” e “caramelo”, porém,
observou-se maior adstringéncia, além da presenca dos descritores “herbal” e
“aspero”. Por fim, o tratamento T1 (sementes sem embebigéo), se distanciou dos
demais, estando associado principalmente a “rapadura”, “cereal” e “améndoas’,
inferindo que as mudancas bioquimicas proporcionadas pela aplicacdo da técnica de
maltagem foram capazes de induzir modificagcdes benéficas e inovadoras no painel

sensorial da bebida, com destaque a utilizacdo da frutose nas etapas iniciais.

Figura 6 - Diagrama de dispersdo em relacdo aos dois primeiros componentes
principais, obtido a partir dos descritores da bebida de café obtida de cinco

tratamentos.
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Fonte: Autoria propria (2022).

A fermentacédo durante os processos umidos e semi-secos influencia vigorosamente
o perfil sensorial das bebidas de café, uma vez que a atividade microbiana gera uma
ampla gama de metabdlitos finais que afetam fortemente a composi¢cdo quimica dos
cafés processados (HAILE; KANG, 2019).

Aléem disso, € importante destacar que a extensdo dos eventos germinativos

proporcionados pela aplicagdo da técnica de maltagem nos gréos de café arabica,
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parecem ter desempenhado um forte impacto na ocorréncia de numerosos e
importantes eventos metabdlicos, intimamente relacionados as modificagbes

guimicas e estruturais, refletidas na qualidade final da bebida.

5.2 PERFIL ENZIMATICO

No geral, todos os tratamentos de embebi¢éo foram capazes de induzir a expresséo
das quatro enzimas: celulase, pectina liase, beta-glucanase e polifenoloxidase (figura
7). O tratamento T2 (embebicdo com glicose) foi 0 que apresentou a resposta mais
rapida para a celulase, que demonstrou quase duas vezes mais atividade do que os

demais tratamentos até as 36 horas.

De acordo com Couto et al., (2005), € necessaria maior concentracdo de enzimas nas
primeiras horas de fermentacdo devido a baixa disponibilidade de monémeros e da
matéria-prima, necessarios para o desenvolvimento da microbiota. Esta baixa
disponibilidade estimula a expressdo das enzimas hidroliticas necesséarias para a

disponibilizacdo desses mondémeros.

A celulose em conjunto com hemicelulose e substancias pécticas se destacam entre
a complexa rede de polissacarideos que constitui a parede celular primaria das
principais frutas e vegetais (DANALACHE et al., 2018; TOUSHIK et al., 2017). A
degradacdo da parede celular do endosperma de sementes de café durante a
germinacdo € mediada por enzimas hidroliticas, como celulases, hemicelulases e
pectinases, que atuam de forma sinérgica para o enfraquecimento da estrutura a fim
de favorecer a expanséao radicular e a mobilizacdo de reservas energéticas para o

metabolismo e desenvolvimento das sementes.

Em um estudo realizado por Sales et al., (2001), utilizando sementes de café imersas
em solucdo de celulase, tampdo e agua destilada, verificou-se que a aplicacéo
exdgena de celulase nédo contribuiu para um melhor desempenho das sementes.
Resultados semelhantes foram observados no presente estudo, embasados nas
médias sensoriais dos tratamentos T2 e T3, com as menores avaliagdes sensoriais,

respectivamente.

A gueda da atividade enzimatica da celulase pode ser atribuida entre outros fatores,

a extrapolacéo do nivel do teor de 4gua ideal, diminuicdo de substrato e a inibicdo do
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sistema enzimatico devido a formacéo de subprodutos da degradacédo por enzimas
proteoliticas (GAO et al., 2014).

Celulases séo detectadas em graos de café antes do inicio da germinacéo (Takaki et
al.,1979) e em conjunto com hemicelulases, desempenha um papel importante na
hidrolise de substratos lignocelulésicos. Essas enzimas hidrolisam as ligagdes do tipo
beta-1,4-glicosidicas da celulose, composta por glicose (DE SOUZA; KAWAGUTI,
2021).

Enzimas pectinoliticas (pectinases), possuem um significativo potencial
biotecnolégico, enaltecido por sua grande importancia industrial e representatividade
no mercado global de enzimas (DANALACHE et al., 2018). Sao produzidas por plantas
e microrganismos, em especial os fungos, que secretam cerca de 90% das enzimas

pectinoliticas produzidas a nivel industrial (BLANDINO et al., 2001).

A atividade da pectina liase, por sua vez, é fortemente inibida nas horas iniciais pela
presenca de seu repressor natural, a glicose (Das et al., 2011), porém apoés 24 e 36
horas, o tratamento com glicose é surpreendentemente o tratamento que apresentou

maiores valores de atividade para esta enzima.

Figura 7- Avaliacdo da atividade das enzimas beta-glucanase, celulase, pectina liase
e polifenoloxidase em intervalos ao longo de 36 horas em quatro tratamentos de
embebicdo. Valores no gréafico indicam a média a partir de 3 repeticbes. Médias com
a mesma letra entre parénteses nao apresentam diferenca significativa entre si para

cada tempo avaliado (0, 12, 24 ou 36 horas)
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Conforme mencionado por Souza et al., (2003), a sintese de pectinases é fortemente
influenciada por parametros como fontes de carbono, substratos, pH, aeracéao,
agitacao e tempo de incubacado da enzima. A camada de mucilagem de gréos de café

constitui a principal fonte de pectinas degradadas por pectinases nas etapas de
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fermentacdo, sendo essas, secretadas pelos proprios microrganismos provenientes

da fermentagéo.

Técnicas de fermentacdo em estado sélido, sdo em geral preferidas, favorecendo a
producdo mais concentrada da enzima (SILVA et al., 2005). A fermentacao ocorrida
na presente investigacdo, se caracteriza como semi-sélida, sendo uma justificativa

para os valores da atividade.

O tratamento T4 (embebicdo em frutose), o qual apresentou o melhor resultado
sensorial foi o tratamento que apos 36 horas apresentou os maiores valores para
atividade de beta glucanase e polifenoloxidase. As beta-glucanases sao as principais
enzimas envolvidas na germinacdo de graos de cevada, em especial na hidrolise de
componentes estruturais presentes nas paredes celulares destes graos (BRASIL et
al., 2019).

A polifenoloxidase (PPO) é uma enzima cuprica (ROBINSON; ESKIN) amplamente
distribuida na natureza e protagonista de eventos indesejaveis como escurecimento
enzimético de frutas e vegetais, além de estar relacionada a qualidade do café
(CARVALHO, 1997). Seus mecanismos de acao sdo mediados principalmente por
danos em membranas celulares, expondo substratos fendlicos a acdo das
polifenoloxidases, oxidando-os a quinonas (MAZZAFERA; ROBINSON, 2000). Os
resultados da presente investigacdo, possuem soélida concordancia com os de
Carvalho (1997) e Lacerda et al., (2018), em que a atividade da PPO pode ser utilizada
como um indicador bioquimico de qualidade da bebida, uma vez que valores altos da
atividade enzimatica sugerem classes superiores de bebida de café, conforme

confirmado nos resultados da analise sensorial.

Celulases, hemicelulases e pectinases podem ser utilizadas no processo de producao
do vinho tinto e, quando utilizadas em conjunto, sdo chamadas de enzimas de
maceracao, pois atuam na fracdo polissacaridica da parede celular das células da
pele da uva, permitindo melhor maceracédo da pele, aumento da extracdo de cor e
compostos fenolicos (KUHAD et al., 2016). Além disso, as enzimas do complexo
celulolitico e hemicelulolitico contribuem na precursdo de compostos volateis que
agregam qualidade em bebidas como vinho e cha (DE SOUZA; KAWAGUTI, 2021),

sugerindo que o mesmo pode ter ocorrido nos graos de café.
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5.3 PAINEL DE ANALISES POR INFRAVERMELHO

O dendrograma apresentado na figura 8 indica a formacéo de trés grupos. No grupo
A estdo os tratamentos de embebicdo com frutose e embebi¢cdo com agua, no grupo
B as sementes embebidas com glicose e no grupo C os tratamentos testemunha

(sementes sem embebicéo) e aquelas embebidas com celulase.

Figura 8 - Distancia euclidiana média entre os tratamentos
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Fonte: Autoria propria (2022).

Os espectros originais e pré-processados de todos os tratamentos sédo
mostrados na figura 8. A correcdo do espalhamento multivariado (MSC) foi aplicada
levando em consideracdo a escala e linha de base. A Andlise de Componentes
Principais (PCA) (figura 10) foi utilizada para fornecer uma explicag&o da variabilidade

dos dados e identificar possiveis outliers.



Figura 9 - Espectros de NIR obtidos pelos tratamentos com embebicéo e pelo

tratamento testemunha
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Figura 10 - Analise de componentes principais nas bandas de maior intensidade de

absorcao
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As diferencas espectrais mais significativas ao considerar os tratamentos com

embebicdo e o tratamento testemunha, apareceram nas faixas entre 1093-873 cm

podendo estar relacionadas tanto a celulose quanto a acido quinico (Craig et al.,

2018), 1764-1542 cm™, associados com o alongamento assimétrico de CH: de lipidios

(Craig et al., 2018).
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E possivel correlacionar tais variaveis detectadas com as mudancas na composic&o
guimica dos gréos durante a aplicacdo da técnica de maltagem, além das reagdes que
ocorrem durante a torra, mediadas pela formacao ou degradacéo de certos compostos
responsaveis por absorcbes particulares que afetam fortemente o perfil espectral
observado (ESTEBAN; GONZALEZ; PIZARRO, 2004).

Carboidratos absorvem fortemente na regido de 1130-950 cm™ (CRAIG et al., 2018).
Celulose, arabinogalactanas e galactomananas sdo os polissacarideos de reserva
predominantes nas espécies de café arabica e robusta, representando 30% a 43% do
peso de graos de café torrado (MOREIRA et al., 2015). Uma banda forte em 1740 cm-
! foi observada na PC1, (Figura 11) do intervalo de 1764 a 1542 cm™! nos tratamentos
de embebicdo com glicose e sementes testemunhas, podendo estar relacionada ao

estiramento da ligacdo C=0 presentes em hemicelulose (XU et al., 2013).

Um exame exploratorio da figura 11, sugere que o0s tratamentos separados
principalmente na PC5 e PC2 do intervalo 1093-873 cm! podem estar associados a
presenca de celulose, por apresentarem bandas fortes entre 1059-1040 cm, estando
de acordo com CRAIG et al., (2018) e RODRIGUEZ et al., (2021).

Figura 11 — Andlise de componentes principais do intervalo entre 1093 a 873 cm™

1093.73 - 873.936
0.25 : : :

0.2 .

0.15 [ / PN /,,/*""’7

0.1 /’// \\\ // /
A /J‘J
M\

=3
(=3
[
I
N

Loadings
(=}

=3

(=3

[
|

0.1 - // \ /‘

20.15F

—Load PC 1 (77.96)

—Load PC 2 (10.86)| |

——Load PC 3 (4.70)

02 —Load PC 4 (2.58) | |

Load PC 5 (1.46)
I

2025 ! L | | | I | |
1080 1060 1040 1020 1000 980 960 940 920 900 880

. -1
Numero de onda cm

Fonte: Autoria propria (2022)

No entanto, ndo se esperava que o tratamento com celulase fosse apresentar as
maiores absor¢des na regido proeminente a presenca de celulose, em conjunto com

0 as sementes testemunhas, uma vez que o objetivo da utilizagdo da enzima na etapa
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de embebicéo foi justamente a degradacao de compostos lignoceluldsicos presentes

na parede celular do gréao, a fim de acelerar os eventos germinativos.

Os arabinogalactanos podem absorver em 1065 cm™ e 1020 cm™ (Robert et al., 2005)
ou 1078 cm™ e 1043 cm (Kacurakova et al., 2000). Bandas de absor¢do em torno de
1035 cm-! indicam vibracgéo das ligacdes C-O, C=0 e C-C-O, que séo caracteristicas
da ligacéo entre polissacarideos e lignina. O tratamento sem embebicdo apresentou
bandas de absorcéo na regido entre 1079 cm e 1040 cm, podendo ser justificadas

pela estrutura intacta da parede celular destes graos.

Essa hipotese corrobora para as evidéncias da acao sinérgica e eficiente do complexo
enziméatico envolvido no enfraquecimento do endosperma e mobilizacdo de reservas
energéticas para fortalecimento e alongamento do eixo embrionario durante a

germinacao.

6. CONCLUSAO

A aplicagdo da técnica de maltagem em grdos de café ardbica se mostrou uma
alternativa viavel e inovadora. O perfil sensorial com as maiores médias finais foi
correspondente ao tratamento 4 (embebicdo com frutose), complementado com
importantes resultados de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR).

Todos os tratamentos de embebicdo foram capazes de induzir a expressédo das
enzimas: celulase, pectina liase, beta-glucanase e polifenoloxidase, relacionadas a
importantes eventos germinativos. O tratamento T2 (embebicdo com glicose) foi o que
apresentou a resposta mais rapida para a celulase e apesar da glicose ser
considerada um repressor natural da pectinase, apos 24 e 36h, foi o tratamento de

embebicdo com os maiores valores para a atividade da enzima pectina-liase.

As definicbes e extensdo das modificagbes bioquimicas e estruturais, que podem
estar relacionadas a aplicacéo da técnica de maltagem pela primeira vez em gréos de
café arabica, estdo longe de serem elucidadas, configurando uma nova abordagem

para pesquisas futuras e modernas de café.
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