Avaliacao de qualidade microbiologica de farinha de subproduto de café:
Adequacio metodologica para contagem total com predominancia de Bacillus
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RESUMO - O fruto do café apresenta de 45-50% de seus constituintes denominados como residuos
solidos, que sdo geralmente descartados durante o processamento pos-colheita. Este pode impactar
na qualidade dos residuos, uma vez que o fruto fica sujeito a alteragcdes ambientais e a fermentagdes.
A elaboracdo de uma farinha desses residuos de café apresenta potencial como ingrediente alimentar,
pois possuem fibras, proteinas e compostos bioativos. Assim, objetivou-se caracterizar a qualidade
microbioldgica da farinha de polpa de café produzida. Para tal, testou-se diferentes meios de cultura
com tempos de incubagdo diferentes. Como resultados, foi observada uma populagao caracteristica
de Bacillus sp., com posterior confirmagao do género por espectrometria de massas. Obteve-se a carga
microbiana presente na farinha e os meios de cultura e condi¢des que possibilitaram melhor resultado.
A amostra apresentou indicativos de adequagao as boas praticas com baixo risco a saide considerando
farinhas alimenticias.

ABSTRACT - The coftfee fruit has 45-50% of its constituents known as solid residues, which are
generally discarded during post-harvest processing. This can affect the quality of the waste, as the
fruit is subject to environmental changes and fermentation. The preparation of a flour from this coffee
waste has potential as a food ingredient, as it contains fiber, proteins and bioactive compounds. The
aim was therefore to characterize the microbiological quality of the coffee pulp flour produced. To
this end, different culture media with different incubation times were tested. As a result, a
characteristic population of Bacillus sp. was observed, with subsequent confirmation of the genus by
mass spectrometry. The microbial load present in the flour and the culture media and conditions that
gave the best results were obtained. The sample showed indications of compliance with good
practices with low health risks considering food flours.
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1. INTRODUCAO



O café, pertencente a familia Rubiaceae e do género Coffea, apresenta o Brasil como um de
seus maiores produtores mundiais, com cerca de 54,2 milhdes de sacas de café produzidas em 2023
(Ferreira e Cavaton, 2023). Dentro dessa familia, observa-se que a espécie mais relevante
economicamente ¢ a C. arabica, conhecida como o café ardbica, que sozinha apresentou uma
producao de 38,9 milhdes de sacas, no mesmo ano (Ferreira e Cavaton, 2023).

Anatomicamente, o fruto do café, denominado cereja do café, ¢ constituido por: casca,
mucilagem, pergaminho, pelicula prateada e semente (grao do café) (Ferreira, 2019). Durante o
processo de produgdo, tem-se o aproveitamento da semente como produto alimenticio que, apos
processamento, originara a bebida café, e os demais constituintes, correspondendo a 45-50% do fruto,
que ndo sdo o grao do café, sdo descartados como residuo so6lido ou como um produto derivado do
café (Graga e Caldas, 2017).

Residuos solidos descartados sdo materiais, substancias, objetos ou bens descartados
resultantes de atividade humana, invidveis ao langamento na rede publica de saneamento (Brasil,
2010). Dentro deste conceito, as partes anatomicas do fruto do café¢ que sdo consideradas como
residuos solidos com potencial para subproduto sdo: casca/polpa, pergaminho, mucilagem e pelicula
prateada (Duran, 2017).

As vias de processamento do fruto de café podem interferir em suas caracteristicas fisicas,
quimicas, sensoriais e microbioldgicas, que sdo necessarias para compor a qualidade da bebida e,
consequentemente, no tipo de residuo solido gerado (Febrianato e Zhu, 2023). Dessa forma,
observam-se duas vias de processamento prevalentes no mercado: a via imida, um processo que
utiliza dgua de lavagem, para depois serem secados de forma artificial (secadores mecanicos) ou
natural (terreiros), € a via seca, que ndo utiliza dgua de lavagem, com os residuos também sendo
secados de forma artificial (secadores mecanicos) ou natural (terreiros); os residuos sdo denominados
de polpa e casca, respectivamente (Cas¢, 2022).

Durante o processamento pos-colheita do café, a contaminacdo por microrganismos pode
ocorrer, que pode ser favorecida pela falta de cuidados durante o processo operacional, especialmente,
durante a etapa de secagem natural dos grdos (Banti e Abraham, 2021). Devido a variabilidade das
condi¢des climaticas, podem ocorrer inconsisténcias na secagem por diversos fatores, como a
absor¢ao da umidade, levando a uma possivel fermentagdo e deterioracao ndo s6 do grao, mas do
fruto como um todo (Banti ¢ Abraham, 2021). A presen¢a de microrganismos pode afetar o fruto do
café, ndo apenas causando consequéncias nos fatores sensoriais do fruto, como aspecto, sabor e odor,

mas também afetando a seguranca alimentar do produto (Santana e Chesca, 2022).



Novos alimentos ou novos ingredientes alimenticios sdo aqueles que nao apresentam historico
de consumo seguro no Brasil, podendo ser de origem vegetal, animal, mineral, entre outros (Brasil,
2023). Dessa forma, para que um produto possa ser considerado como novo alimento ou ingrediente,
deve-se considerar o historico de seu consumo pela populagcdo brasileira, suas caracteristicas
(composi¢do e origem) e seu processo de producao (Brasil, 2024). E a fim de se comprovar sua
seguranga, deve-se realizar diversos testes de qualidade, dentre eles: testes microbiologicos (Brasil,
2023). Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica de uma
farinha de polpa de café, visando seu possivel uso como ingrediente alimentar. Em virtude da
populagdo de Bacillus sp. encontrada, também objetivou-se adequar a metodologia de contagem total

para esta condicao.

2. MATERIAIS E METODOS

Os residuos sélidos de café foram obtidos através de doagao de produtores de café brasileiro
e, para a producdo da farinha, moidos por um moinho doméstico por cerca de 30 segundos e
peneirados em tamis de abertura 250 pm (60 mesh) para obtencao da farinha de subproduto.

Foram realizadas andlises microbioldgicas de contagem de microrganismo totais na amostra
a partir da metodologia proposta pelo Manual de Métodos de Analise Microbiologica de Alimentos
e Agua de Silva et al. (2017), a partir da inoculagio em Agar Padrio para Contagem (APC) com
incubagdo a 35°C/48h.

Em funcao da populacdo microbiana observada como resultado, foram executadas analises
complementares com o objetivo de determinar a melhor metodologia de contagem, onde foram
utilizados os meios de cultura Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP), Agar Triptona de Soja
(TSA), Agar Sabouraud e Agar Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), em diferentes tempos de
incubacgdo: 35°C/24h e 35°C/16h.

Para a identificag¢ao das coldnias e melhor entendimento da populagao observada, realizou-se
espectrometria de massas por ionizacao e dessor¢ao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF), a

partir da sele¢@o de coldnias isoladas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Apo6s o tempo de incubacdo de 35°C/48h em APC, foi possivel observar um grande
crescimento de colonias caracteristicas do género Bacillus, o que impossibilitou a contagem das

placas (Figura 1).



Figura 1 — Agar Padréo para Contagem (APC A. Dilui¢éo 107'; B. Diluigéo 10°%; C. Diluigéo
107%; D. Diluigdo 10

Com isso, foi realizado um teste para a contagem de microrganismos totais em Agar APC
incubados a 35°C/24h. Contudo, esse teste continuou a apresentar colonias grandes, impossibilitando
a contagem, sendo necessario outro teste com as placas incubadas a 35°C/16h.

Ademais, como foram observadas colonias caracteristicas do género Bacillus, realizou-se uma
contagem em Agar MYP, a fim de se verificar uma possivel presenca de Bacillus cereus. Em Agar
MYP, as colonias tipicas de Bacillus cereus costumam apresentar coloragdo rosa; entretanto, isso
apenas foi observado em demasiado na dilui¢do 107!

A partir desses resultados e diante da dificuldade de contagem, foram realizados novos testes
em Agar Sabouraud, para pesquisa de bolores e leveduras, Agar Bile Vermelho Violeta Glicose
(VRBG), para enterobactérias, Agar Triptona De Soja (TSA), e Agar MYP, todos incubados a
35°C/16h.

Ap6s 0 novo tempo de incubagio, o Agar APC continuou a apresentar colonias muito grandes,
impossibilitando a contagem, dessa forma, demonstrou-se ndo ser possivel utilizar esse tipo de meio
para a contagem de microrganismos em amostras com aparente predominancia do género Bacillus. O
Agar MYP novamente nio apresentou crescimento de colonias tipicas de Bacillus cereus, indicando
que o crescimento exacerbado em Agar APC provavelmente ndo é decorrente dessa espécie, como
antecipado anteriormente, mas provavelmente de outra espécie do género. O Agar VRBG nio
apresentou qualquer crescimento; indicando que o crescimento em Agar APC ndo é decorrente de
enterobactérias.

O Agar TSA apresentou crescimento nas dilui¢des 10!, 102 e 107 (Figura 3); ¢ o Agar
Sabouraud, nas dilui¢des 10! e 10 (Figura 4). Dessa forma, foi possivel realizar a contagem total

em ambos os meios, obtendo-se: 3,6.10* UFC g™ no Agar TSA e 7,3.10° UFC g no Agar Sabouraud.

Figura 2 — Agar Triptona de Soja (TSA). A. Dilui¢do 10"'; B. Dilui¢do 10?; C. Diluigdo 1073; D.
Diluico 10™.



Figura 3 — Agar Sabouraud. A. Diluigdo 10"'; B. Diluigéo 102; C. Dilui¢do 10; D. Diluigdo 10,

= - W T 9

A partir destes resultados, foi possivel conhecer a condicdo microbiologica da amostra e
identificar qual dos meios propostos seria o mais ideal para realizar a contagem. Para confirmacao da
hipotese de alta populagdo de Bacillus sp., foram selecionadas colonias isoladas caracteristicas e
submetidas a identificagdo por espectrometria de massas por ioniza¢do e dessor¢do a laser assistida
por matriz (MALDI-TOF). Assim, a identidade dos isolados foi confirmada como Bacillus subtilis,
que se mostrou a populagdo predominante na amostra, com a melhor condi¢ao para a realizagao de
sua contagem total sendo em meio TSA em incubacdo 35°C/16h. Estas condi¢des serdo utilizadas
futuramente na avaliacdo de processamento da farinha de subproduto de café por diversos tratamentos

tecnologicos.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a amostra de farinha de subproduto de café, em um primeiro momento, nao
apresentou a presenc¢a de microrganismos indicativos de falhas de boas praticas e de risco a saude do
consumidor, como o Bacillus cereus € as enterobactérias, presentes na legislagcdo para farinhas e para
café torrado e moido. Contudo, apresentou populagdo predominante de outras espécies do género
Bacillus, como Bacillus subtilis, que por suas propriedades fenotipicas acabam prejudicando a
metodologia de contagem, sendo necessarias adaptacdes metodologicas para correta verificagdo da

qualidade microbiologica da amostra.
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