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(57) Resumo: METODO DE TRATAMENTO DE GRAOS DE CAFE
VERDE SOB REGULAGAQ DE PH. A presente invencéo refere-se a
um método de tratamento de graos de café verde por meio do qual a
contaminagdo com as bactérias, que produzem o acido acético, possa
ser evitada durante a fermentagéo dos gréos de café verde com um
microorganismo e um novo e favoravel sabor possa ser conferido a
uma bebida de café. Esse objetivo pode ser alcangado por um método
de tratamento de graos de café verde o qual compreende a etapa de
fermentac¢éo de fermentar o material a ser assimilado ao coloca-lo em
contato com um microorganismo para o tratamento de fermentacéo e a
seguir o suprimento do componente fermentado, assim formado, aos
graos de café verde, em que o material a ser assimilado é contatado
com o micro-organismo para o tratamento de fermentagéo dentro de
um pH tal qual o da inibicao do crescimento das bactérias capazes de
formar o acido acético.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO DE
TRATAMENTO DE GRAOS DE CAFE VERDE, GRAOS DE CAFE VERDE,
GRAOS DE CAFE TORRADOS E BEBIDA DE CAFE".

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a um método de tratar os gréos
de café verde compreendendo uma etapa de fermentagdo para realizar a
fermentagéo botando uma substancia nutritiva e um microrganismo de fer-
mentagdo em contato um com o outro, e depois suprindo os componentes
fermentados assim formados para os graos de café verde.
ANTECEDENTES DA TECNICA

A seguir forneceu-se uma descricao resumida das etapas para a

fabricagédo de uma bebida de café. Primeiro, sdo removidas as por¢des da cas-
ca e da polpa do café cereja (uma cereja originaria de uma planta da familia
das Rubiaceas chamada "cafeeiro") e os graos de café verde sdo isolados (e-
tapa de refinamento). Os gréos de café verde resultantes sdo torrados, pelo
que sao obtidos os graos de café torrados (etapa de torrefagdo). Os componen-
tes que sao a base da caracteristica de sabor e aroma do café (referidos abaixo
como “componentes de sabor e aroma de café") sdo gerados nessa etapa de
torrefagao. Os gréaos de café torrados sdo entdo triturados, e um extrato con-
tendo os componentes de sabor e aroma de café que foram extraidos usando
agua fervendo ou os similares, é fornecido como uma bebida de café.

A demanda por bebida de café como bebida de preferéncia atu-
almente esta crescendo, e as preferéncias dos consumidores por bebidas de
café estdao também se diversificando. Uma variedade de melhoramentos no
sabor e aroma do café é necessaria.

O método para melhorar sabor e aroma do café, a fim de aten-
der as demandas de tais consumidores, envolve implementar um tratamento
de fermentagao em que os graos de café verde, os microrganismos (levedo
ou os similares), e a substancia a ser metabolizada usando os microrganis-
mos entram em contato uns com os outros. Os alcoois e ésteres produzidos
pela fermentagdo dos microrganismos sdo absorvidos pelos grdos de café

verde, que sao separados, recuperados e torrados. As bebidas de café sdo
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fabricadas usando esses gréos de café torrados como uma matéria prima
(véja Documento de Patente 1).

No método revelado no Documento de Patente 1 acima descrito,
aromas Unicos que sdo chamados "aromas de bebida fermentada”, e que
resultam de alcoois, esteres e outros compostos, sdo atribuidos aos gréos
de café verde apds a fermentagéo. A bebida de café obtida depois de torrar

.esses graos de café verde, tem consisténcia de sabor encorpado (exibindo

riqueza, prazer de beber e sabor total) além do aroma fermentado mencio-
nado acima, permitindo que uma bebida de café seja preparada com sabor e
aroma novos e favoraveis.

Documento de Patente 1 Pedido de Patente Internacional Aberto
a inspegao Publica N WO2005/029969A1
DESCRICAQO DA INVENCAO

Problemas que a Invengao Pretende Resolver

Entretanto, problemas de contaminacdo, devido a bactérias ou
os similares que vivem no café cereja, surgiram nesse método quando foi
implementado o tratamento de fermentacdo usando microorganismos. Parti-
cularmente, quando contaminado pela bactéria que tem a capacidade de
produzir acido acético (por exemplo, bactéria de acido acético) os graos de
café verde absorverdo o acido acético produzido pela bactéria de contami-

'nagao, e a qualidade de sabor e aroma da bebida do café, obtido dos graos

de café torrado, podem cair significativamente.

A presente invengéo foi delineada a luz desses problemas e pro-
vé um método de tratar graos de café verde que pode evitar a contaminagéo
pela produgao d‘a bactéria de &cido acético, quando executando um trata-
mento de fermentagdo em gréos de café verde usando microorganismos, e
que podem conferir sabor e aroma novos e adequados para uma bebida de
café.

Meios para Solucionar os Problemas

A primeira configuragdo caracteristica da presente invencdo é
um metodo de tratar os gréos de café verde, compreendendo uma etapa de

fermentagao, colocando uma substancia nutritiva e um microorganismo de
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fermentagdo em contato um com o outro, e depois suprindo os Componentes
fermentados assim formados para os grdos do café verde, em que na etapa
de fermentac@o, a substancia nutritiva € o microorganismo de fermentacdo
sao colocados em contato um com o outro em uma faixa de pH paka inibir o
crescimento de microorganismos produtores de acido acético.

Os gréos (sementes) de café verde estdo presentes na parte
mais interna do café cereja e tém a propriedade de absorver agua na prepa-
ragao da germinagéo. Certos tipos de microorganismos sd@o bem conhecidos
por desgastarem (fermentarem) compostos organicos (substancia nutritiva) e
produzir alcoois, acidos organicos, ésteres e outros compostos (refe}ridos
abaixo como "componentes fermentados"). Esses microorganismos sdo tipi-
ficados pelo levedo e os similares.

Dessa maneira, quando a fermentacdo é executada usando es-

ses tipcs de microorganismos (microorganismos de fermentagdo) na presen- -
¢a de substancia nutritiva, os componentes fermentados que sdo produzidos
serao absorvidos pelos graos juntamente com a dgua. Em conseqtiéncia, os
gréos de café verde resultantes sdo torrados, pelo que os graos torrados do
café podem ser obtidos tendo novos componentes de sabor e aroma, que se
originam dos componentes fermentados produzidos pela fermentagdo em
adicao aos componentes de sabor e aroma convencionais do café, gerados
na etapa de torrefagéo, e novos e favoraveis sabor e aroma séo conferidos a

bebida de café resultando de realizar a extragdo desses graos de café torra-

dos.

Portanto, de acordo com a primeira configuragdo caracteristica
da presente invengdo, na etapa de fermentacédo, a substancia nutritiva e o
microorganismo de fermentagéo entram em contato um com o outro em uma
faixa de pH (referida abaixo como o "pH inibidor de crescimento”) para inibir
o crescimento do &cido acético que produz os microorganismos (referido
abaixo como "acido acético que produz bactérias"), e dessa maneira a pro-
dugdo de &cido acético durante a fermentacdo pode ser limitada. A eficacia
da utilizagao da substéncia nutritiva, através da fermentagdo do microorga-

nismo, aumentara até o ponto em que a substancia nutritiva, devido ao acido
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acetico que produz a bactéria, € minimizada, e o volume de produgdo dos
componentes fermentados, que conferem sabor e aroma novos e favoraveis

a bebida de café, pode ser aumentada. Em conseqiiéncia, a quantidade de

~ componentes fermentados pode ser aumentada em relacdo aos graos de

café obtidos na técnica anterior mencionada acima, a quantidade de acido
acético sera relativamente baixa, e os graos de café verde de maior qualida-

‘de podem ser obtidos.

Em uma segunda configuragdo caracteristica da presente inven-
¢ao, os graos de café verde estdo pelo menos em um estado que fica entre

o estado de isolamento do café cereja ou um estado de estar dentro do café

.cereja.

De acordo com a segunda configuragédo caracteristica da pre-
sente invengdo, quando a etapa de fermentacdo é realizada quando os
graos de café verde tiv
to ou os similares, e estdo em um estado de isolamento do café cereja, co-
mo no Exemplo 1, que € descrito daqui em diante, outro tipo de fruta ou suco
de fruta pode ser usado como substéncia nutritiva, e a seqiiéncia de quando
a substancia nutritiva o microorganismo de fermentagéo e os gréos de café
entram em contato uns com os outros, pode ser mudada de forma apropria-
da, e outros tipos de montagem podem ser seleciona‘dos, por exemplo. Al-
ternativamente, quando a etapa de fermentagdo é executada quando os
graos de café verde estao dentro do café cereja, como nos Exemplos 2 até
4, a fermentagéo devido aos microorganismos ocorre em um estado em que
os graos de café verde e a polpa do café, que é a substancia nutritiva, estao
préoximos uns dos outros. Os alcoois, ésteres e outros componentes fermen-
tados que sdo gerados pela fermentacdo podem, dessa forma, ser mais
prontamente transferidos para os graos de café verde. |

Em uma terceira configurac@o caracteristica da presente inven-
cao,opHépH24a4.7.

Ajustando o pH de 2.4 para 4.7, de acordo com a terceira confi-
guragdo caracteristica da presente invengao, permite que o crescimento de

bactérias que produzem o acido acético seja limitado, e o crescimento de
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microorganismos de fermentagédo seja promovido.

A quarta configuracéo caracteristica da presente invengdo com-
preende uma etapa de regulagem do pH, usando um agente de regulagem
de pH e regulando o pH para dentro da faixa mencionada acima.

O método de tratar os grdos de café verde, de acordo com a
quarta configuragcdo caracteristica da presente invengao, compreende uma
etapa de regulagem do pH. Um agente de regulagem do pH é usado nesta
etapa, pelo que o pH, quando posto em contato com o microorganismo e a
substéncia nutritiva, um com o outro, pode prontamente regular o pH inibidor
do crescimento. A etapa de regulagem do pH pode ser implementada em
diversos aspectos, como esta claro a partir das descrigbes nos exemplos
descritos daqui em diante. Por exemplo, uma suspensdo em que um micro-
organismo de fermentagéo é suspenso em uma concentragdo pequena, em
um volume de agua relativamente grande (por exemplo, uma quantidade
correspondente a aproximadamente o mesmo peso que o café cereja) é
preparada, o agente de regulagem do pH é adicionado a suspensio, e 0 pH
da suspenséo € regulado para o pH inibidor de crescimento. Em seguida, o
café cereja para ser fermentado € posto em contato sendo embebido dentro
da suspenséo e depois removido, apds o que a etapa de fermentacdo pode
ser implementada (a substancia nutritiva priméria neste exemplo é a polpa
do café cereja). /

Alternativamente, quando o café cereja é imerso em uma tonel
de agua e as impurezas sao removidas na etapa de refinamento, que envol-
ve lavar com &gua para separar e refinar os graos do café verde do café ce-
reja, o tonel de agua é preparado de modo que o agente de regulagem do
pH é adicionado de antemao e o tonel regulado para o pH inibidor de cres-
cimento. O café cereja colhido e o microorganismo de fermentagdo podem
ser adicionados nesse tonel de agua, e a etapa de fermentagdo pode ser
implementada (a substancia nutritiva primaria neste exemplo é a polpa do
café cereja). |

Em uma quinta configuragédo caracteristica da presente inven-

¢ao, o agente de regulagem do pH é pelo menos um dentre acido latico e
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acido fosférico.

De acordo com a quinta configuragio caracteristica da presente
inven¢éo, pelo menos um &cido latico ou acido fosférico é usado como o a-
gente de regulagem do pH. O pH do liquido de fermentagdo é diminuido pa-
ra um pH capaz de inibir o crescimento da bactéria produtor de 4cido acético
(Q pH inibidor de crescimento). O faio de que pelo menos o acido latico ou o

‘acido fosférico ser particularmente eficaz para a inibigdo do crescimento do

acido acético que produz a bactéria, e ndo ter nenhum efeito adverso sobre
a qualidade dos graos do café verde depois da fermentagao, foi inicialmente
descoberto em consequéncia da pesquisa meticulosa feita pelos inventores
da presente. O &cido latico e o acido fosférico sdo também econdémicos e
podem ser prontamente obtidos. Os compostos sdo usados como aditivos
alimentares e, dessa maneira, sdo seguros e ndo fazem mal ao corpo.

Em uma sexta configuracéo caracteristica da presente invencao,
0 microorganismo de fermentagdo é de pelo menos um tipo selecionado
dentro o grupo composto de levedo, bactéria de &cido latico e Deuteromico-
ta.

No método de tratamento de grdos de café de acordo com a
sexta configuragéo caracteristica da presente invengédo, pelo menos um tipo
selecionado denire 0 grupo composto de levedo, bactéria de acido latico e

'Deuteromicota é usado como microorganismo de fermentacéo. Esses micro-

organismos s&o prontamente obtidos e facilmente manuseados devido a ca-
pacidade de aplicar métodos gerais de cultura, armazenamento e os simila-
res.

Em uma sétima configuragéo caracteristica da presente inven-
¢ao, o levedo é um levedo de fermentagéo de vinho.

‘ No método de tratar gréos de café verde de acordo com a séti-
ma configuragao caracteristica da presente invencdo, um levedo de fermen-
tacdo de vinho € usado como microorganismo de fermentacdo. Um aroma
fermentado caracteristico pode ser portanto conferido para os graos de café
verde. Usando esses graos de café verde como uma matéria-prima, a bebi-
da de café pode ser combinada tendo um aroma preparado com cheiro de
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fruta e um sabor encorpado, além do sabor e aroma convencionais gérados '
na etapa de torrefagao.

Em uma oitava configuragdo caracteristica da presente inven-
¢ao, a Deutoromycota pertence ao género Geotrichum.

No método de tratar os graos de café verde de acordo com a
oitava configuragdo caracteristica da presente invengdo, o tratamento de
fermentacéo é executado usando, por exemplo, Geotrichum candidum, Geo-
trichum rectangulatum ou Geotrichum klebahnii como a Deutoromycota per-
tencente ao género Geotrichum. Novos componentes de sabor e aroma
(componentes fermentados) podem ser conferidos para os graos de -café
verde, de acordo com o presente método. Usando como uma matéria prima
os gréos de café verde usando os microorganismos mencionados acima eni
particular, uma bebida de café pode ser obtida provendo um sabor de encor-
pada e tendo um aroma de éster e cheiro de fruta saborosos (em que o chei-
ro de alcool € limitado) equilibrados com os sabores e aromas do café con-
vencional gerados na etapa de torrefagéo.

Em uma nona configuragéo caracteristica da presente invengao,
a Deuteromycota pertencente ao género Geotrichum sp., SAM2421 (depési-
to internacional nimero FERM BP-10300), uma variante do mesmo, ou um
transformante do mesmo. _

No método de tratar graos de café verde de acordo com a nona
configuragéo caracteristica da presente invengéo, Geotrichum sp. SAM2421
(deposito internacional nimero FERM BP-10300) ("SAM2421") é usada.
SAM2421 € um novo microorganismo que foi separado do café cereja pelos
presentes inventores. O microorganismo foi aceito no Depositério do Orga-
nismo de Patente Internacional do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
Avangadas (#6 Chuo 1-1-1 Tsukuba-shi-higashi Ibaraki-ken Japao) em 22 de
margo de 2005. Pelo uso de SAM 2421, novos componentes de sabor e a-
roma (componentes fermentados) s@o conferidos para os gréos de café ver-
de, e uma bebida de café pode ser obtida tendo um aroma estérico mais rico
e com cheiro de fruta e provendo um sabor de encorpado. SAM2421, varian-

te do mesmo, ou transformante do mesmo pode ser usado conforme apro-
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priado na presente invengdo. As variantes incluem, por exemplo, cepas em
que as mutagbes séo artificialmente induzidas (que sdo tratadas com radia-
¢ao e agentes mutagénicos), enquanto os transformantes incluem, por e-
xemplo, SAM2421 ou variantes do mesmo dentro dos quais genes exéticos
foram introduzidos. As cepas que tém melhor capacidade de ferméntagéo
(ou que tém outras caracteristicas, tais como manuseio facil) podem ser se-

_paradas dessas variantes e desses transformantes e colocados em uso.

Na décima configuragdo caracteristica da presente invengdo, a
substancia nutritiva é suco de fruta ou polpa de café.
De acordo com a décima configuragdo caracteristica da presente

-invencgao, suco de uva, suco de péra, suco de maga ou outro suco pode ser

utilizado quando usar suco de fruta como substancia nutritiva. A polpa de
café (as por¢bes que contém agucar e outros nutrientes) é um subpfoduto
obtido na etapa dé refiname-nto' para obter os grdaos de café verde do café
cereja. A polpa de café é usualmente destruida, mas pode ser utilizada efi-
cazmente como uma substancia nutritiva na presente invengéo. A prepara-
¢ao de substancia nutritiva estrangeira é portanto desnecessaria, e as preo-
cupagoes a respeito do aumento de custo da matéria prima s&o também ali-
viados.

A décima primeira configuragdo caracteristica da presente in-
vengao séo os gréos de café verde obtidos usando o método de tratar os
graos de café verde de acordo com a primeira ou segunda configuragdo ca-
racteristica.

Os gréos de café verde de acordo com a décima primeira confi-
guragao caracteristica da presente invencéo contém componentes fermen-
tados que conferem sabor e aroma novos e favoraveis para uma bebida de
café. |

A décima segunda configuragdo caracteristica da presente in-
vengao sao graos de café verde, torrados de acordo com a décima primeira
configuragao caracteristica.

Os graos de café torrados de acordo com a décima segunda

configuracao caracteristica da presente invengdo contém novos componen-
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tes de sabor e aroma originados dos componentes fermentados produzidos
pela fermentagdo junto com os componentes de sabor e aroma de café con-
vencional gerados na etapa de torrefagéo.

A decima terceira configuracédo caracteristica da presehte inven-
¢a@o e uma bebida de café usando os grios de café torrados de acordo com
a décima segunda configuragéo caracteristica como tjma matéria prima.

A bebida de café de acordo com a décima terceira configuragao
caracteristica da presente invengdo tem sabor e aroma novos e favoraveis
originados dos componentes fermentados produzidos pela fermentagéo junto
com o sabor e aroma de café convencional.

MELHOR MANEIRA DE REALIZAR A INVENCAO

Modalidades da presente invengéo serdo descrita abaixo.

Modalidades

(Café cereja)

"Café cereja" na presente invengdo se refere aos frutos do cafe-
eiro. A estrutura geral de um café cereja é composta de graos de café verde
(sementes), polpa (as porgbes contendo aguicar e outros nutrientes) e uma
casca externa. Para ser mais especifico, os gréos de café verde estio pre-
sentes na parte mais interna e s&o envolvidos pela camada de prata, perga-
minho (parchment), a polpa, e outra camada externa. Arabica, robusta, libé-
rica e outros podem ser usados tao apropriados quanto a variedade de café.
A area de produgédo pode ser Brasil, Etidpia, Vietnd, Guatemala ou outro lo-
cal conforme apropriado, mas a area de produgdo nio é particularmente limi-
tada. Cafés cereja secos ou ndo-secos podem ser usados na presente mo-
dalidade. As propor¢des em peso por frutos, onde grao de café verde é 1,
sao 6:4:1 de café cereja (ndo-secos): café cereja seco: grdo de café verde.

 (Graos de café verde)

Dois tipos de formatos, isto é, "Natural" e Lavado®, sdo bem-
conhecidos pela etapa de refinamento para isolar os graos de café verde do
café cereja.

"Natural" € um método para obter gréos de café verde em que
as porgdes secas sao retiradas do café cereja apos a colheita, e a camada
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externa, polpa, pergaminho, camada de prata e similares sdo removidos.
"Lavado" € um método para obter grdos de café verde em que o
café cereja € mergulhado em um tonel de agua apds a colheita, impurezas
sdo removidas, e a camada externa e a polpa sdo removidas usando uma
maquina de remogao de polpa, apos o qual o café cereja é imerso em agua,
e materiais glutinosos sdo dissolvidos e removidos. As porcdes secas sdo

-entao retiradas ap6s lavar com agua, e o pergaminho e a camada de prata

sao removidos.
As operagOes da etapa "Natural" sdo simples, mas este formato

€ primeiramente aplicado em regides que tém um clima seco. Por outro lado,

-etapa de refinamento “Lavada" é primeiramente aplicada em regides que

tém pancadas de chuva freqlientes. Um ou dois graos de café sdo extraidos
de um café cereja. |
(Substancia Nutritiva)

Exemplos da substéncia nutritiva usada na etapa de fermenta-
¢ao na presente invengao incluem polpa de fruta, sucos de fruta, agucares,
graos e meios de cultura, mas a substancia nutritiva é preferencialmente su-
co de fruta ou polpa de café. Entretanto, por motivo de conveniéncia, "polpa
de café" na presente invengao refere-se a todas as porgbes do café cereja
(ambas seca e néo-seca) a ndo ser gréos de café verde e a camada externa. -

A polpa de café que é usada pode ser aquela do café cereja que
nao foi submetida a uma etapa de refinamento (uma faca ou similar também
pode ser usada para danificar a superficie e expor parcialmente a polpa, se
necessario), ou, alternativamente, a polpa obtida pode ser usada quando da
separagao dos graos de café verde na etapa de refinamento. A polpa de ca-
fé pode ser seca ou nao-seca. Ndo apenas a polpa de café, mas polpa de
uva, polpa de cereja, polpa de péssego, ou outra polpa de fruta pode ser
usada conforme a necessidade. A polpa de café, bem como estas polpas de
fruta, pode ser usada sozinha ou em qualquer combinagdo desejada.

Suco de fruta (por exemplo, uva, péssego, ou maga), agucares
(por exemplo, monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos da cana-

de-agucar, batatas-doce ou outras plantas), graos (por exemplo, "wort" resul-
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tante da glicosilagcdo de malte), e meios de cultura podem ser dadoé como
exemplos de substancias nutritivas a nao ser as polpas de fruta acima men-
cionadas, mas a substancia nutritiva ndo é particularmente limitada contanto
que o material possa ser metabolizado pelo microorganismo. A polpa de ca-
fé, bem como estas substancias nutritivas, podem ser usadas sozinhas ou
em qualquer combinagéo desejada.

(Métodos de Exposigdo da Polpa de Café).

Quando o café cereja € usado diretamente e a polpa de café
dentro € empregada como a substancia nutritiva, um método para exposigéo
da polpa de café em pelo menos uma parte da superficie do café cereja é
ideal para aumentar a taxa de fermentagao.

O meétodo para expor a polpa de café pode envolver dano no
café cereja colhido usando uma lamina afiada ou similar, ou o café cereja
pode ser submetido a pressdo usando um aparelho de separagdo de grdos
ou similar de modo que aberturas sejam cortadas na camada externa, mas o
dano néo deve se estender aos gréos do café verde. Uma maquina de des-
cascamento ou similar também pode ser usada de modo que apenas a ca-
mada externa do café cereja seja descascada, e a polpa seja exposta. As
operagOes descritas acima para exposigdo da polpa ndo sdo particularmente
necessarias quando o café cereja é acidentalmente danificado e pelo menos
parte da polpa exposta durante a colheita. As operagdes descritas acima
para exposicao da polpa também ndo sdo particularmente necesséarias
quando a polpa de café, obtida quando da separagédo dos graos de café ver-
de na etapa de refinamento, é usada, e fermentagdo é executada com os
graos de café verde adicionados separadamente.

(Microorganismo para fermentagao)

0 microorganismo para fermentagdo usado na presente inven-
¢ao nao é particularmente limitado, contanto que o microorganismo seja ca-
paz de metabolizar (fermentar) substancias nutritivas tais como aquelas des-
critas acima no pH de inibicdo de crescimento (isto é, o microorganismo é
resistente ao &cido).

Levedura, bactérias de acido latico, e Deuteromycota sdo exem-
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plos éspecificos de microorganismo. Estes microorganismos podem ser ide-
almente usados por serem facilmente adquiridos e manuseaveis.

Quanto & levedura, leveduras para fermentacdo tais como leve-
duras para fermentagdo de vinho e leveduras para fermentagdo de cerveja,
que tém uma histéria de uso em produtos alimenticios, podem ser idealmen-
te usadas da perspectiva de seguranga alimentar. A levedura para fermenta-

~¢a@o de vinho usada pode ser, por exemplo, a cepa Lalvin L2323 (referida

abaixo como L2323, obtida de Sceti Company) ou a cepa CK S102 (referida
abaixo_como S102, obtida de Bio Springer), que sido leveduras secas comer-
ciais. L2323 é usualmente usada para fermentar vinho tinto, e S102 é usu-

~almente usado para fermentar vinhos rosé. Um aroma fermentado caracte-

ristico pode ser adicionado quando tais leveduras forem usadas.

Bactérias bem-conhecidas usadas na fabricagdo de leite fermen-
tado, bebidas de bactérias de écido lactico, queijo de leite fermentado e ou-
tros produtos podem ser aplicadas como as bactérias do acido lactico. Bac-
térias do acido lactico do genus Lactobacillus sdo um exemplo perfeito.

Exemplos de Deuteromycota incluem membros do genus Geotri-
chum, por exemplo, Geotrichum candidum, Geotrichum rectangulatum, Geo-
trichum klebahnii e, mais preferencialménte, Geotrichum sp. SAM2421 (nu-
mero de deposito internacional FERM BP-10300), ou variantes e transfor-

“madores dos mesmos.

Exemplos de fontes das quais os microorganismos pertencentes
ao genus Geotrichum podem ser isolados incluem solo, plantas, ar, fibra,
madeira, poeira doméstica, ragdo animal, rios, ensilagem, ahmento fruta,
gréo, fertlllzante residuos de fabricas, composto, excremento e 0 canal ali-
mentar, mas cereja (café cereja) é preferivel.

Exemplos do método de isolamento incluem agitar o café cereja

-em agua esterilizada, cultivar o sobrenadante aplicado em um meio de agar

contendo antibidticos apropriados e isolar as colénias que sdo produzidas,
mas os microorganismos também podem ser comprados diretamente de
uma instalacao de armazenamento de fungo apropriada ou similar.

Variantes na presente invengdo incluem cepas que tém muta-
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cOes esponténeas e cepas obtidas por mutagoes artificialmente induzidas
(usando tratamentos com radiagéo, mutagénese ou similar) em que a se-
quéncia base de DNA mudou com relagao ao Geotrichum sp. SAM2421 tlpO

selvagem (nuimero de depésito internacional FERM BP- -10300)).

(1) Mutacdo espontanea

Mutacdo que ocorre quando o microorganismo esta crescendo
naturalmente em um ambiente normal sdo chamadas "mutagbes esponta-
neas". Acredita-se que as principais causas de mutagbes espontaneas se-
jam erros durante a replicacéo do DNA e mutagénese enddgena (anélogos
de nucleotideos) (Maki, "Spontaneous Mutations and Repair Mechanisms",
Saibo Kagaku (Cell Technology), Vol. 13, n2 8, pp. 663-672, 1994).

(2) Mutacéo artificial
2.1 Tratamentos usando radia¢cdo e mutagéneses

DNA é danificado por luz ultravioleta, raios X e outros tratamen-
tos de radiagdo, ou por tratamento com mutagénese artificial tal como agen-
tes de alquilagdo. Este dano é reparado com mutag¢des durante o processo
de reparo do DNA. o
2.2 Usando métodos de PCR (reacdo de cadeia polimerase)

Devido ao fato que a PCR amplifica o DNA dentro de um tubo de
teste, parte do mecanismo para inibir a mutagéo dentro da célula estara fal-
tando, e a alta freqliéncia de mutagdo pode ser induzida. Pela combinacao
de PCR e o método de misturagdo de gene (Stemmer, "Rapid evolution of a
protein in vitro by DNA shuffling", Nature Vol. 370, pp. 389-391, Aug. 1994),

‘0 acumulo de mutagoes de dano pode ser evitado, e uma pluralidade de mu-

tacoes vantajosas pode acumular nos genes.

2.3 Uso de mutantes

~ Ataxa de ocorréncia de mutagdes espontaneas é mantida a um
nivel extremamente baixo em quase todos os organismos devido a um me-
canismo para inibir a mutagdo. O mecanismo para inibir mutacao tem uma
pluralidade de estagios envolvendo a participagdo de 10 ou mais tipos de
genes. Mutagbes ocorrem a uma frequiéncia alta em individuos em que um
ou uma pluralidade destes genes é destruido. Estes individuos sao, portanto,
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chamados "mutantes". Estes genes sdo chamados "genes mutantes" (Maki,
"Spontaneous Mutations and Repair Mechanism®, Saibo Kagaku (Cell Tech-
nology), Vol. 13 n? 8, pp. 663-672, 1994; Horst et al., "Escherichia coli muta-
tor genes”, Trends in Microbiology Vol. 7 n 1, pp. 29-36, Jan. 1999).

| "Transformadores" na presente invengéo se referem a cepas em

que genes de outro tipo de organismo (genes estrangeiros) s&o introduzidos

artificialmente em novos microorganismos (Geotrichum sp. SAM2421 (nime-

ro de deposito internacional FERM BP-10300)) ou variantes do mesmo. O
processo de fabricagéo envolve, por exemplo, integrar genes estrangeiros

em um vetor de expressé@o apropriado e introduzir o vetor de expressdo u-

- sando um método de eletroporagédo, um método de fosfato de célcio, um mé-

todo de lipossoma, um método de dextrano DEAE, ou outro método bem-
conhecido. |

Quando usando- um microorganismo seco, re-hidratacdo pode
ser executada de acordo com o método apropriado para cada caso. Por e-
xemplo, quando usando levedura seca, a levedura pode ser usada apos ser
molhada por 20 a 30 minutos em agua aquecida de 37 a 41°C.

A quantidade de microorganismo a ser usada na presente inven-
¢ao nao é particularmente limitada contanto que o efeito de sabor e aroma
adicionado seja obtido, mas a quantidade deve ser ajustada enquanto leva
em consideragcao o tempo e custo de cultivo. Quantidades apropriadas por
[unidade] peso de graos de café verde sdo, por exemplo, 1,0 x10® células/g
a 1,0 x 10'° células/g para levedura e bactérias de &cido lactico, e 1,0 mg/g a
10 mg/g para Deuteromycota.

(Microorganismos que produzem acido acético)

Exemplos de microorganismos que produzem A&cido acético

(bactérias que produzem &cido acético) na presente invengéo incluem bacté-

rias de acido acetico do genus Gluconacetobacter e o genus Acetobacter

que tem a habilidade de oxidar alcoois, mas microorganismos que produzem
acido acético na presente invengdo nao sio limitados e também incluem mi-
croorganismos capazes de produzir primeiramente acido acético, mas tam-

bém outros acidos orgénicos (por exemplo, acido citrico, acido succinico e
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acido malico), alcoois e varios outros compostos organicos.

(Etapa de regulagem de pH)

A faixa de pH que é capaz de inibir o crescimento de microorga-
nismos que produzem &cido acético quando colocam o microorganismo para
fermentacdo em contato com a substancia-nutritiva na etapa de fermentagao
da presente invencgéo é preferencialmente pH 2 a 5, com pH 2,4 a 4,7 sendo
particularmente preferivel. Portanto, o pH é preferencialmente regulado u-
sando um agente de regulagem de pH quando o ambiente em que se coloca
a substancia nutritiva e o microorganismo para fermentacdo em contato um
com o outro nao esta dentro desta faixa de pH.

Exemplos de agentes de regulagem de pH incluem acido citrico,
acido malico, acido lactico fosférico, e outros acidos, mas &cido lactico ou
acido fosférico é preferivel. Outros agentes de regulagem podem envolver o
uso de sais destes acidos ou de solugbes tampdes contendo esses &cidos e
seus sais.

A etapa de regulagem de pH pode ser implementada antes ou
depois da substancia nutritiva e 0 microorganismo para fermentagdo serem
colocados em contato um com o outro. A etapa de regulagem de pH é prefe-
rencialmente implementada antes da substancia nutritiva e o microorganis-
mo para fermentacdo serem colocados em contato um com o outro, pelo
qual a etapa de fermentagdo pode ser iniciada em um estado em que o
crescimento de bactérias de contaminagdo é limitado quando da iniciagao de
contanto entre a substancia nutritiva e o microorganismo para fermentacgéo.

‘(Etapa de Fermentacio)

1. Método para colocar o microorganismo e a substancia nutriti-
va em contato
~ Exemplos de métodos para colocar 0 microorganismo e a subs-
tdncia nutritiva em contato na etapa de fermentagdo da presente invengéo
séo dados abaixo.
(a) Método direto
O método direto envolve colocar o microorganismo em contato

direto com a substéancia nutritiva na presenga dos graos de café verde. Con-
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tato direto e fermentagdo sdo implementados quando, por exemplo, uma
suspensao, que tem o microorganismo para fermentagdo suspenso em agua
que foi regulado ao pH de inibigdo de crescimento usando uma faca ou simi-
lar e uma parte da polpa do café foi exposta (ou alternativamente, em uma
mistura de gréos de café verde e polpa de café obtidos quando da separa-
¢ao dos grdos de café verde na etapa de refinamento). Alternativamente,
uma suspensao € preparada, em que o microorganismo para fermentagdo é
suspenso em uma pequena concentragdo em uma quantidade relativamente
grande de agua (por exemplo, uma quantidade correspondendo a aproxima-
damente 0 mesmo peso do café cereja), o agente de regulagem do pH é
adicionado a suspenséo, e o pH da suspens&o é regulado ao pH de inibigdo
de crescimento. O café cereja a ser fermentado é entdo imerso na e removi-
do da suspens&o e depois colocado em contato [com o microorganismo para
fermentacé&o], apés tal fermentagdo ser executada.

Particularmente quando a fermentacao é executada usando café
cereja no qual parte da polpa é exposta, 0 microorganismo infiltra facilmente
o café cereja das porgcdes expostas. Os aglcares metabolizados e similares
sao localizados na polpa em altas concentragdes, e, portanto, fermentagdo
prossegue eficazmente, e os graos de café verde estdo presentes bem per-
to, permitindo os alcoois, ésteres, e outros componentes fermentados produ-
zidos pela fermentagdo serem rapidamente transferidos para os grdos de
café verde. Fermentagao também pode ser executada com uma quantidade
apropriada de agua quando usando café cereja seco (ou polpa de café se-
ca).

(b) Método indireto
O método indireto envolve preparar um tonel para fermentagéo

provido com um liquido para fermentagéo que é regulado ao pH de inibigao

de crescimento usando o agente de regulagem de pH. Os graos de café ver-

de, a substancia nutritiva e o microorganismo para fermentagdo sao adicio-
nados a solugao para fermentagéo, e o microorganismo para fermentagéo é
colocado em contato com a substéncia nutritiva que dissolve no liquido para

fermentacao. Por exemplo, microorganismo para fermentagédo e o café cere-
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ja, em que a superficie foi danificada usando uma faca ou similar e a parte
da polpa do café foi exposta (ou, alternativamente, uma mistura de graos de
café verde e polpa de café obtidos quando da separagdo dos grios de café
verde na etapa de refinamento), sdo adicionados ao liquido para fermenta-
¢éo que ja foi regulado ao pH de inibigdo de crescimento, e a fermentagéo e
executada. A polpa é exposta neste instante, e, portanto, os agtcares e simi-
lares na polpa serdo faciimente dissolvidos no liquido para fermentacao, e
fermentagéo pelo microorganismo para fermentacéo sera facilitada.

A fim de evitar a contaminagdo com bactérias (incluindo as bac-
térias que produzem 4acido acético) na etapa de fermentagdo da presente
invengdo, a fermentagdo pode também ser realizada ao controlar as condi-
¢Oes tais como temperatura, concentragéo de diéxido de carbono, e 0s simi-
lares individualmente ou em qualquer combinagdo apropriada de modo a
limitar o crescimento de bactérias de contaminagdo. Por exemplo, a fermen-
tacdo pode ser realizada em um ambiente de baixa temperatura de 15 a
30°C, ou a concentragéo de diéxido de carbono (ou a concentragdo de oxi-
génio) pode ser elevada e a fermentagdo implementada sob condigbes mais
anaerodbicas (ou mais aerébicas).

A etapa de fermentagdo da presente invencdo pode também ser
realizada usando o equipamento ou aparelhos (por exemplo, tonéis, tan-
ques, e recipientes de temperatura constante) que permitem o controle au-
tomatico e/ou manual das condigbes de fermentagdo acima mencionadas
(por exemplo, o tipo e quantidade (o nimero inicial de células) de microor-
ganismo usado, o tipo e quantidade (concentragéo) da substancia nutritiva, a
temperatura, a umidade, o pH, a concentragdo de oxigénio ou diéxido de
carbono, e o tempo de fermentagio).

0 tempo requerido para a etapa de fermentacio nao é limitado,
mas deve ser aprbpriadamente selecionado de acordo com o tipo e a resis-
téncia do flavorizante e do aroma adicionados ou de acordo com o microor-
ganismo e a substancia nutritiva. A deplegdo da substéncia nutritiva pode
também ser usada como uma indicagéo para a finalizagdo da etapa de fer-

mentagao.
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A etapa de fermentagdo pode ser finalizada ao implementar es-
terilizac&o por calor, "lavada", secagem a sol, separa¢do da substincia nutri-
tiva e dos gréos de café verde, torrefacdo, ou outros tratamentos sozinhos
ou em qualquer combinagdo desejada. Ao usar, por exemplo, um secador, a
secagem ¢ realizada a 50 até 60°C por aproximadamente 1 a 3 dias, pelo
que a fermentagao pode ser finalizada.

Os microorganismos (dois ou mais tipos de microorganismos
podem ser selecionados e usados simultaneamente) e as condigbes de fer-
mentagao sao todos apropriadamente selecionados e combinados como de-

sejado na presente invengao, pelo que uma variedade de flavorizantes e a-

-romas pode ser adicionada aos graos de café verde.

3. Etapa de fermentacédo exemplificativa

Um exemplo de fermentagdo usando café cereja seré. agora
descrito. 7

A presente invengdo pode compreender a realizacdo da etapa
de fermentag&o durante a etapa de refinamento dos gréos de café cereja.

A etapa "natural" envolve, por exemplo, a colheita do café cere-
ja, colocando o café cereja em contato com o microorganismo de fermenta-
¢ao usando o método direto acima descrito, realizando a fermentacéo e a
seguir a secagem.

A etapa "lavada” envolve, por exemplo, a colheita do café cereja,
a imers&o do café cereja em um tonel de 4gua e a remocdo de impurezas ao
usar um agente de ajuste de pH apropriado para ajustar o pH da agua no
tonel ao pH de inibigdo de crescimento, usando o método direto descrito a-
cima para adicionar o microorganismo de fermentacdo e o café cereja ao
tonel de agua (tonel de fermentagao), e a realizagdo da fermentacao.

A presente inveng&o pode também compreender a realizagéo da
fermentacdo usando o método direto para expor a polpa quando o café cere-
ja ainda esta vivo na arvore antes da colheita.

Apés a etapa de fermentagdo ter sido finalizada, o microorga-
nismo de fermentag&o € lavado e separado do café cereja usando 4gua ou o

similar, apés o que a polpa é removida de acordo com uma etapa de refina-
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mento normal, a cereja é descascada, e os grdos de café verde sd0 separa-
dos. A polpa pode ser também removida com o microorganismo de fermen-
tacao ainda fixado.

Os gréos de café verde que foram, assim, separados podem ser
torrados usando métodos normais. Os grédos de café torrados podem ser
obtidos tendo uma variedade de graus diferentes de torrefagdo (de torrefa-
céo leve a italiana).

Os graos de café torrados resultantes sao moidos e embebidos
em agua, a qual é a seguir extraida através de filtragdo por material de filtra-
¢ao. O liquido resultante pode ser provido como café regular para o consu-
mo ou pode ser usado como uma matéria-prima industrial para café instan-
taneo, extratos de café, café enlatado, ou similares. ‘

A presente invengédo sera descrita em mais detalhes abaixo u-
sando exemplos, mas a presente inven¢do nédo esta limitada a estes exem-
plos.

Exemplo 1

Os efeitos da adigdo de 4cido latico foram investigados ao usar
mosto (a matéria-prima liquida para fermentar o vinho) como a substancia
nutritiva.

Uma solugéo concentrada de uvas vermelhas chilenas foi diluida
em agua em um frasco cénico tendo um volume de 2000 mi, e 1000 g de um
mosto vermelho tendo uma gravidade especifica de 1.084 (15°C) foram adi-
cionados. O pH do mosto vermelho resultante liquido foi 5,0. o) pH alcangou

‘4,0 quando uma quantidade de 730 ppm de &cido latico foi adicionada a este

liquido (amostra 1). Um mosto vermelho liquido ao qual o 4cido latico ndo foi
adicionado foi preparado como um controle (exemplo comparativo 1).
Geotrichum sp. SAM2421 (nimero de deposito internacional
FERM BP-10300; "SAM2421") tendo um peso seco de 0,1 g foi usado como
0 microorganismo de fermentagao e foi re-hidratado e adicionado de acordo
com os métodos padrao. 300 g de graos de café verde (Santos NO. 2, feitos
no Brasil) foram a seguir adicionados, e a mistura foi deixada descansar e

fermentar por 72 horas a 23°C.
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As observagdes do liquido de fermentacdo apds 72 horas mos-
traram que, na amostra (amostra 1) a qual o &acido latico foi adicionado, o
crescimento de organismos diferentes de SAM2421 nao foi aparente, e 0
liquido de fermentagao apresentou um aroma favoravel.

Por outro lado, o crescimento de microorganismos que se imagi-

nava serem bactérias de contaminagéo foi visto na fase final de fermentagéo

'da amostra (exemplo comparativo 1) obtida pelo mesmo método, exceto pe-

lo fato de que o &cido latico nao foi adicionado. Um odor levemente Acido foi
reconhecido em adi¢gao ao aroma fermentado favoravel.

O sobrenadante do liquido de fermentag&o resultante foi a seguir

‘mostrado e submetido & andlise de componente. Visto que as bactérias que

produzem o &cido acético sdo representativas das bactérias de contamina-
¢ao que tém efeitos adversos na qualidade dos grdos de café, a conéentra-
¢ao do &cido acético no sobrenadante foi analisada usando a cromatografia
liquida, e uma determinacéo foi feita em relagdo a quando as bactérias que
produzem o acido acético estavam sendo desenvolvidas ou nao (isto é, um
julgamento foi feito em relagdo a quando a quantidade de produgédo de acido
acetico e a concentragédo de acido acético aumentaram durante o crescimen-
to das bactérias que produzem o &cido acético). Além disso, o acido pirtvico,
o qual € um componente fermentado, foi usado como um marcador para de-
terminar a qualidade do crescimento de SAM2421. A concentragdo de acido
pirdvico no sobrenadante foi medida e avaliada usando cromatografia liquida
(isto €, um julgamento foi feito em relagdo a quando a quantidade de produ-
¢ao de &cido piravico e a concentragcéo de &cido pirtivico aumentaram duran-
te o crescimento de SAM2421). '

O aparelho usado para a cromatografia liquida foi um aparelho
do tipo HPLC feito por Shimadzu Corporation. Um pacote Shim SCR-102H
foi usado como a coluna, e a deteccgao foi realizada usando um detector de
condutividade elétrica CDD-6A. A temperatura do forno da coluna foi de
40°C, e a reacgéo e a eluigdo foram realizadas usando um tampao Tris con-
tendo acido p-toluenossulfénico. A quantificacdo foi realizada usando uma
curva de calibragdo absoluta. Os resultados da cromatografia liquida sdo
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mostrados nas tabelas 1 e 2 abaixo.

Tabela 1

(;omposto Amostra 1 Exemplo comparativo 1
Acido acético (ppm) 1100 1945

Tabela 2

Composto , Amostra 1 Exemplo comparativo 1
Acido piravico (ppm) 95 31

A amostra a qual o acido latico foi adicionado, portanto, tinha
uma concentragdo mais baixa de &cido acético e uma concentragdo mais
alta de &cido piravico do que a do exemplo comparativo. Em outras palavras,
foi visto que o crescimento de bactérias de contaminagdo é limitado, e o
crescimento e a fermentagdo de microorganismos adicionados intencional-
mente (microorganismos de fermentagdo) sdo promovidos pela adigdo do
acido latico ao liquido de fermentagao.

Os gréos de café torrados foram avaliados a seguir. Os graos de
café verde foram recuperados do liquido de fermentagdo apds a fermenta-
¢ao e descartados. Os sélidos foram a seguir lavados e, desse modo, remo-
vidos usando uma quanﬁdade equivalente de agua deionizada, e aproxima-
damente 300 g de graos de_café verde foram obtidos, 100 g dos grédos de
café verde resultantes foram torrados ao pressionar b botdo de torrefacédo
profunda em um torrefator de graos de café doméstico completamente au-
tomatico (um CRPA-100 feito por Tortoise Co., Ltd.). O tempo de torrefacéao
foi de aproximadamente 25 minutos. Uma avaliagdo senséria foi a seguir
realizada nos graos de café torrados por um painel de cinco especialistas na
avaliagdo do café. 30 g dos gréos de café torrados tanto da amostra 1 como
do exemplo comparativo 1 foram col_ocados em vidros de amostragem espe-
cializados em sua forma original ndo moida, e os vidros foram cobertos. As
coberturas foram removidas no momento da avaliagdo sensorial, e uma ava-
liagao foi feita quanto a dois tipos de aroma, isto &, um aroma estérico e um
aroma de acido acético. As avaliagcdes foram feitas em incrementos de 0,5

usando cinco niveis: fraco (1), um pouco fraco (2), moderado (3), um pouco
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forte (4), e forte (5). Os resultados, os quais sdo expressos como os valores
meédios das cinco avaliagdes, sdo mostrados na tabela 3. Os grdos de café
torrados da amostra 1 tinham um aroma mais favoravel do que aquele do
exemplo comparativo 1.

Tabela 3
Avaliacao Amostra 1 | Exemplo Comparativo 1
Aroma Aroma Estérico 3,8 3,5
Odor de acido acético 3,5 4,0

Os extratos de café foram preparados usando os grdos de café

torrados da amostra 1 e o exemplo comparativo 1. Os grdos de café torrados

foram finamente moidos. 100 g de 4gua quente foram adicionados a e agita-

dos com 12 g de grédos moidos. O café que flutuava no topo foi removido, e
uma avaliagéo sensorial foi realizada no fluido sobrenadante de acordo com
um método de teste de bebida aromatizada padréo. A avaliagao sensorial foi
realizada por um painel de cinco especialistas de café. Existiam quatro cate-
gorias de avaliagado: aroma (aroma estérico e aroma fermentado) e sabor
(corpo e acidez). A avaliagdo foi de extremamente fraco (1) a extremamente
forte (5) em incrementos de 0,1. Os resultados, os quais sd0 expressos co-
mo os valores meédios das cinco avaliaé;c")es, sao mostrados na tabela 4. O
extrato de café do exemplo 1 tinha um aroma e um sabor mais favoraveis do

que aqueles do exemplo comparativo 1.

Tabela 4
Avaliacao _ Amostra 1 Exemplo Comparativo 1
Aroma Aroma Estérico 4,0 3,5
Aroma Fermentado 4,2 3,1
Sabor Corpo 4,0 3,5
Acidez 2,2 3,5
Exempio 2

Uma investigagédo foi realizada sobre os efeitos da adicdo de
acido latico ao usar o café cereja. 1000 g de café cereja (cultivados no distri-

to de Okinawa) foram introduzidos em um frasco conico tendo um volume de

5000 ml, e 1000 ml de &gua foram adicionados. O pH neste ponto era de
5,5. Uma quantidade de 3000 ppm de &cido latico foi adicionada a mistura
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resultante, e o pH foi ajustado a 2,6 (amostra 2). Uma mistura qual 6 acido
latico n&o foi adicionado foi preparada como um controle (exemplo compara-
tivo 2).

Geotrichum sp. SAM2421 (nimero de depdsito internacional
FERM BP-10300) tendo um peso seco de 1 g foi usado como o microorga-
nismo de fermentagéo e foi re-hidratado e adicionado de acordo com méto-
dos padrao. A mistura foi deixada repouéar e fermentar por 72 horas a 23°C.
As observagdes do liquido de fermentagéo apds 72 horas mostrou que, na
amostra (amostra 2) a qual o acido latico foi adicionado, o crescimento de
organismos que nao SAM2421 néo era aparente, e que o liquido de fermen-
tacao apresentava um aroma favoravel. ’

Por outro lado, o crescimento de microorganismos que se pen;
sava serem bactérias de contaminagéo foi visto na fase final de fermentagao
da amostra (exemplo comparativo 2) obtida pelo mesmo método, exceto pe-
lo fato de que o &cido latico ndo foi adicionado. Um sabor levemente acido
foi reconhecido em adigdo ao aroma fermentado favoravel.

O sobrenadante do liquido de fermentag&o resultante foi a seguir
amostrado por um pen’o_do suplementar (a 24 horas, 48 horas, e 72 horas) e
submetido a analise do componente.

Visto que as bactérias que produzem acido acético sdo repre-
sentativas das bactérias de contaminacdo que tém efeitos adversos sobre a
qualidade dos gréos de café, como no exemplo 1, a concentragdo do acido
aceético no sobrenadante foi analisada usando a cromatografia liquida, e uma
determinagéo foi feita em relagdo a quando as bactérias que produzem o
acido acético estavam sendo desenvolvidas. Além disso, o &cido pirtivico, o
qual € um componente fermentado, foi usado como um marcador para a de-
terminagcao da qualidade do crescimento de SAM2421. A concentragdo do
acido piravico no sobrenadante foi medida e avaliada usando cromatografia
liquida.

O aparelho usado para a analise da cromatografia liquida foi um
aparelho do tipo HPLC feito pela corporagcdo Shimadzu. Um pacote Shim
SCR-102H foi usado como a coluna, e a deteccéo foi realizada usando um
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detector de condutividade elétrica CDD-6A. A temperatura do forno da colu-
na foi de 40°C, e a reagéo e a eluicdo foram realizadas usando um tampao
Tris contendo acido p-toluenossulfénico. A quantificacédo foi realizada usando
uma curva de calibragdo absoluta. Os resultados da cromatografia liquida
s&o mostrados nas tabelas 5 e 6 abaixo.

Tabela 5
Tempo de Fermentagdo | Concentragéo de 4cido acético (ppm)
Amostra 2 Exemplo Comparativo 2
24 horas 50 171
48 horas 296 599
72 horas 1877 3372

Tabela 6
Tempo de Fermentagdo | Concentracéo de &cido pirGvico (ppm)
Amostra 2 Exemplo Comparativo 2
| 24 horas 21 6
48 horas 55 16
72 horas 61 35

A amostra a qual o acido latico foi adicionado, portanto, tinha
uma concentracao mais baixa de 4cido acético e uma concentracao mais
alta de acido piruvico do que o exemplo comparativo. Em outras palavras, foi
visto que o crescimento de bactérias de contaminacgéo é limitado, e o cres-
cimento e fermentacdo de microorganismos adicionados intencionalmente
(microorganismos de fermentagdo) sdo promovidos pela adicdo de &cido
latico ao liquido de fermentagao.

Os gréos de café torrados foram avaliados a seguir. O café cere-
ja foi recuperado do liquido de fermentagéo apds a fermentacéo, descarta-
dos e a seguir secados por 48 horas a 55 °C usando um secador. A polpa e
a pele foram a seguir removidos usando uma maquina de fazer polpa, e a-
proximadamente 250 g de grdos de café verde foram obtidos. 100 g dos
graos de café verde resultantes foram torrados ao pressionar o botdo de tor-
refagao profunda em um torrefator de graos de café doméstico completa-
mente automatico (um CRPA-100 feito por Tortoise Co., Ltd.). O tempo de
torrefacéo foi de aproximadamente 25 minutos.
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Uma avaliagdo sensdria foi a seguir realizada nos gréos de café
torrados por um painel de cinco especialistas na avaliago do café. 30 g dos
graos de café torrados tanto da amostra 2 como do exemplo comparativo 2
foram colocados em vidros de amostragem especializados em sua forma
original ndo moida, e os vidros foram cobertos. As coberturas foram removi-
das no momento da avaliagédo sensorial, e uma avaliacao foi feita quanto a
dois tipos de aroma, isto é, um aroma estérico e um odor de acido acético.
As avaliagbes foram feitas em incrementos de 0,5 usando cinco niveis: fraco
(1), um pouco fraco (2), moderado (3), um pouco forte (4), e forte (5). Os re-
sultados, os quais sdo expressos como os valores médios das cinco avalia-
¢Oes, sdo mostrados na tabela 7. Os graos de café torrados da amostra 2
tinham um aroma mais favoréavel do que aquele do exemplo comparativo 2.

Tabela 7
Avaliacao : Amostra 2 | Exemplo Comparativo 2
Aroma Aroma Estérico 4,0 3,8
Odor de acido acético 3,2 3,8

Os extratos de café foram preparados usando os grios de café
torrados da amostra 2 e o exemplo comparativo 2. Os graos de café torrados
foram finamente moidos. 100 g de agua quente foram adicionados a e agita-
dos com 12 g de graos moidos. O café que flutuava no topo foi removido, e
uma avaliagao sensorial foi realizada no fluido sobrenadante de acordo com
um método de teste de bebida aromatizada padréo. A avaliagdo sensorial foi
realizada por um painel de cinco especialistas de café. Existiam quatro cate-
gorias de avaliagdo: aroma (aroma estérico e aroma fermentado) e sabor
(corpo e acidez). A avaliagéo foi de extremamente fraco (1) a extremamente
forte (5) em incrementos de 0,1. Os resultados, os quais sd0 expressos co-

'mo os valores médios das cinco avaliagdes, sdo mostrados na tabela 8. O

extrato de café do exemplo 2 tinha um aroma e um sabor mais favoraveis do
que aqueles do exemplo comparativo 2.
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Tabela 8
Avaliagao Amostra 2 Exemplo Comparativo 2
Aroma Aroma Estérico 4,2 3,5
Aroma Fermentado 4.5 3,3
Sabor Corpo 4,5 3,5
Acidez 2,2 4,0
Exemplo 3

O efeito da adigao de acido latico foi verificado ao usar café ce-
reja congelado desenvolvido no México. Uma levedura de vinho seco co-
mercial foi usada como o microorganismo de fermentacgéo e foi fermentada

usando o método direto. 15 g da levedura de vinho seco (Lalvin L2323, ad-

‘quirida de Sceti Company), foram reidratados, ativados, e a seguir inocula-

dos em 1000 ml de agua. A seguir, 1 kg do café cereja mexicano desconge-
lado foi adicionado e trazido em contato com a levedura. O café cereja foi a
séguir separado da solugéo de fermentagdo usando um coador movido para
uma garrafa tendo um volume de 2 L, e deixado repousar. A fermentacao foi
realizada por trés dias. Uma mistura (amostra 3); na qual 3000 mg do acido
latico foram adicionados & solugéo de fermentagao (1 1), foi adicionadav como
um lote experimental para a verificagédo [0 efeito de ] da adi¢édo de &cido lati-
co. O pH da solu§éo de fermentacéo apos a adigdo do café cereja foi de 5,8
na mistura a qual o acido latico nao foi adicionado (exemplo comparativo 3)
e de 4,7 na mistura a qual 3000 ppm de &cido latico foram adicionados (a-
mostra 3).

A quantidéde de &cido latico contida na polpa do café cereja ob-
tido no exemplo comparativo 3 e a amostra 3 no final da fermentagéo foram
avaliados.

A polpa foi removida do café cereja (3 a 5 pedagos) obtido no
exemplo comparativo 3 e a amostra 3 apds a fermentacgao foi finalizada. O

suco espremido da polpa foi diluido em agua por um fator de 20, e uma so-

lugdo de suco de fruta diluido foi preparada. A concentragdo (ppm) de acido
acético na solugao de suco de fruta diluido foi a seguir medida usando cro-
matografia liquida.

O aparelho usado para a andlise da cromatografia liquida foi um
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aparelho do tipo HPLC feito por Shimadzu Corporation. Um pacote Shim
SCR-102H foi usado como a coluna, e a detecgéo foi realizada usando um
detector de condutividade elétrica CDD-6A. A temperatura do forno da colu-

na foi 40 °C, e a reacg@o e a elui¢ao foram realizadas usando um tampao Tris

contendo acido p-toluenossulfénico. A quantificacdo foi realizada usando

uma curva de calibragao absoluta.

Tabela 9
C}omposigéo Exemplo Comparativo 3 Amostra 3
Acido acético (ppm) 12710 1267

A qdantidade de produgdo do acido acético e a quantidade de
acido acético contidas na polpa irdo aumentar quando as bactérias que pro-
duzem &cido acético (representativas das bactérias de contamina¢do que
tém efeitos adversos sobre a qualidade dos graos de café) se desenvolve-
rem dentro do café cereja. Como um resultado, a concentragdo de &cido a-
cético no suco ird aumentar. A concentragdo de acido acético na polpa do
exemplo comparativo 3 foi extremamente alta em comparagao a concentra-
¢édo de acido acético na polpa da amostra 3. Pode-se ver, portanto, que o
crescimento de bactérias que produzem o acido acético é inibido na amostra
3 neste exemplo, de forma mais apropriada.

Os gréos de café torrados foram avaliados a seguir. Uma ma-
quina de fazer poipa foi usada para remover a polpa e a pele do café cereja
descrito acima ap6s a fermentacéo, e aproximadamente 250 g de grdos de
café verde foram obtidos. 100 g dos graos de café verde resultantes foram
torrados ao pressionar 0 botao de torrefagao profunda em um torrefator de
graos de café doméstico completamente automatico (um CRPA-100 feito por
Tortoise Co., Ltd.). O tempo de torrefagéo foi de aproximadamente 25 minu-
tos. Uma avaliagdo sensoria foi a seguir realizada nos graos de café torrados
por um painel de cinco especialistas na avaliagdo do café. 30 g dos graos de
café torrados tanto da amostra 3 como do exemplo comparativo 3 foram co-
locados em vidros de amostragem especializados em sua forma original ndo
moida, e os vidros foram cobertos. As coberturas foram removidas no mo-

mento da avaliagdo sensorial, € uma avaliacao foi feita quanto a dois tipos
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de‘arbma, isto €, um aroma estérico e um odor de acido acético. As avalia-
¢Oes foram feitas em incrementos de 0,5 usando cinco niveis: fraco (1), um
pouco fraco (2), moderado (3), um pouco forte (4), e forte (5). Os resultados,
0s quais sdo expressos como os valores médios das cinco avaliagdes, sdo
mostrados na tabela 10. Os graos de café torrados da amostra 3 tinham um

aroma mais favoravel do que aquele do exemplo comparativo 3.

Tabela 10
Avaliagao Exemplo Comparativo 3 Amostra 3
Aroma Estérico 3,0 3,8
Odor de acido acético 4,5 3,5

Os extratos de café foram preparados usando os grdos de café
torrados do exemplo comparativo 3 e da amostra 3. Os graos de café torra-
dos foram finamente moidos. 100 g de dgua quente foram adicionados a e
agitados com 12 g de grdos moidos. O café que flutuava no topo foi removi-
do, e uma avaliacado sensorial fbi realizada no fluido sobrenadante de acordo
com um método de teste de bebida aromatizada padrio. A avaliacdo senso-
rial foi realizada por um painel de cinco especialistas de café. Existiam qua-
tro categorias de avaliagéo: aroma (aroma estérico e aroma fermentado) e
sabor (corpo e acidez). A avaliagdo foi de extremamente fraco (1) a extre-
mamente forte (5) em incrementos de 0,1. Os resultados, os quais sdo ex-
pressos como os valores médios das cinco avaliagbes, sdo mostrados na
tabela 11. O extrato de café da amostra 3 tinha um aroma e um sabor mais
favoraveis do que aqueles do exemplo comparativo 3.

Tabela 11
Avaliacao Exemplo Comparativo 3 - Amostra 3
Aroma Estérico 3,2 3,8
Aroma Fermentado 3,5 4,5
Corpo 3,0 3,5
Acidez 4,5 3,5
Exemplo 4

Uma investigagcdo foi realizada sobre os efeitos da adicdo de
acido fosférico ao usar o café cereja. 1000 g de café cereja (cultivados no

distrito de Okinawa) foram introduzidos em um frasco conico tendo um volu-
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me de 3000 ml, e 1000 ml de 4gua foram adicionados. O pH neste ponto era
de 5,5. Uma quantidade de 3000 ppm de éacido fosférico foi adicionada a
mistura resultante, e o pH foi ajustado a 2,4 (amostra 4). Uma mistura & qual
o acido fosférico ndo foi adicionado foi preparada como um controle (exem-
plo comparativo 4).

Geotrichum sp. IAM12700 (adquirido do Institute of Molecular
and Cellular Biosciences na Universidade de Téquio; "IAM12700") tendo um
peso seco de 1 g foi usado como o microorganismo de fermentacdo e foi
reidratado e adicionado de acordo com métodos padrdo. A mistura foi deixa-
da repousar e fermentar por 72 horas a 23 °C. As observagées do liquido de
fermentagéo apds 72 horas mostraram que, na amostra (amostra 2) a qUaI o]
acido fosférico foi adicionado, o crescimento de organismos que ndo I;
AM12700 n&o era aparente, e que o liquido de fermentacdo apresentava um
aroma favoravel.

Por outro lado, o crescimento de microorganismos que se pen-
sava serem bactérias de contaminagao foi visto na fase final de fermentacédo
da amostra (exemplo comparativo 4) obtida pelo mesmo método, exceto pe-
lo fato de que o acido fostérico nao foi adicionado. Um .sabor levemente aci-
do foi reconhecido em adigdo ao aroma fermentado favoravel.

O sobrenadante do liquido de fermentagéo resultante foi a seguir
amostrado, e a composi¢éo final do liquido foi analisada. Visto que as bacté-
rias que produzem acido acético sdo representativas das bactérias de con-
taminagcdo que tém efeitos adversos sobre a qualidade dos graos de café,

como no exemplo 1, as concentragdes do acido fosforico e do acido acético

no sobrenadante foram analisadas usando a cromatografia liquida, € uma
determinagéao foi feita em relagdo a quando as bactérias que produzem o
acido acético estavam sendo desenvolvidas.

O aparelho usado para a analise da cromatografia liquida foi um
aparelho do tipo HPLC feito pela corporagdo Shimadzu. Um pacote Shim
SCR-102H foi usado como a coluna, e a detecgao foi realizada usando um
detector de condutividade elétrica CDD-6A. A temperatura do forno da colu-
na foi de 40 °C, e a reagio e a eluicdo foram realizadas usando um tampao
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Tris contendo &cido p-toluenossulfénico. A quantificagdo foi realizada usando
uma curva de calibragdo absoluta. Os resultados da cromatografia liquida

sao mostrados na tabela 12.

Tabela 12
Composto Exemplo Comparativo 4 Amostra 4
Acido fosfdrico (ppm) 351 1666
Acido acético (ppm) 1827 1079

Pode-se ver, portanto, que o crescimento de bactérias de con-
taminagao foi limitado na amostra (amostra 4) a qual o &cido fosférico foi

adicionado, e que a concentragdo de acido acético foi menor (isto &, a quan-

tidade de producgéo de &cido acético foi menor) na amostra 4 do que no e-

xemplo comparativo 4.

Os gréos de café torrados foram avaliados a seguir. O café cere-
ja foi recuperado do liquido de férmentagéo apos a fermentagao, descartado,
e a seguir seco por 48 horas a 55 °C usando um secador. A polpa e a pele
foram a seguir removidos usando uma maquina de fazer polpa, e aproxima-
damente 250 g de graos de café verde foram obtidos. 100 g dos grdos de
café verde resultantes foram torrados ao pressionar o botdo de torrefagdo
profunda em um torrefator de graos de café doméstico completamente au-
tomatico (um CRPA-100 feito por Tortoise Co., Ltd.). O tempo de torrefagdo
foi de aproximadamente 25 minutos. Uma avaliacdo senséria foi a séguir
realizada nos graos de café torrados.por um painel de cinco especialistas na
avaliagdo do café. 30 g dos graos de café torrados tanto do exemplo compa-
rativo 4 como da amostra 4 foram colocados em vidros de amostragem es-
pecializados em sua forma original ndo moida, e os vidros foram cobertos.
As coberturas foram removidas no momento da avaliagdo sensorial, e uma
avaliagao foi feita quanto a dois tipos de aroma, isto é, um aroma estérico e
um odor de &cido acético. As avaliagdes foram feitas em incrementos de 0,5
usando cinco niveis: fraco (1), um pouco fraco (2), moderado (3), um pouco
forte (4), e forte (5). Os resultados, 0s quais sdo expressos como os valores
médios das cinco avaliagbes, sdo mostrados na tabela 13. Os grios de café

torrados da amostra 4 tinham um aroma mais favoravel do que aquele do
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Tabela 13
Avaliacao Exemplo Comparativo 4 Amostra 4
Aroma Estérico 3,5 3,8
Odor de acido acético 4,0 3,5

Os extratos de café foram preparados usando os graos de café
torrados do exemplo comparativo 4 e da amostra 4. Os grdos de café torra-
dos foram finamente moidos. 100 g de agua quente foram adicionados a e
agitados com 12 g de grdos moidos. O café que flutuava no topo foi removi-
do, e uma avaliagdo sensorial foi realizada no fluido sobrenadante de acordo
com um meétodo de teste de bebida aromatizada padrao. A avaliagdo senso-
rial foi realizada por um painel de cinco especialistas de café. Existiam qua¥
tro categorias de avaliagéo: aroma (aroma estérico e aroma fermentado) e
sabor (corpo e acidez). A avaliagéo foi de extremamente fraco (1) a extre-
mamente forte (5) em incrementos de 0,1. Os resultados, os quais sdo ex-
pressos como os valores médios das cinco avaliagdes, sdo mostrados na
tabela 14. O extrato de café da amostra 4 tinha um aroma e um sabor mais

favoraveis do que aqueles do exemplo comparativo 4.

Tabela 14
Avaliacao Exemplo Comparativo 4 Amostra 4
Aroma Estérico 3,5 4,5
Aroma Fermentado 3,0 3,0
Corpo 2,0 3,5
Acidez 4,0 3,5

Aplicabilidade Industrial

A presente invengdo é extremamente Util como o inicio de ope-
ragcbes para o processamento do café cereja, por exemplo, para o refina-
mento e a torrefagcdo, assim como para as operagdes para a fabricagdo de
bebidas de café nas quais uma variedade de produtos (café regular, café
instantaneo, café enlatado, aroma de café, e os similares) é fabricada apés a
torrefag@o dos graos de café verde tratados usando a presente invéngéo. A
presente invencao também contribui para o desenvolvimento adicional de

tais industrias.
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REIVINDICACOES

1. Método de tratamento de graos de café verde, caracterizado
pelo fato de que compreende:

uma etapa de fermentacéo para a realizagdo da fermentagao ao
colocar uma substancia nutritiva € um microorganismo de fermentagdo em
contato um com o outro e a seguir suprir os componentes de fermentagao
assim formados aos graos de café verde, em que

na etapa de fermentacéo, a substancia nutritiva e o microorga-
nismo de fermentagado sao colocados em contato um com o outro em uma
faixa de pH para a inibicdo do crescimento de microorganismos que produ-
zem o acido acético.

2. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que os graos de café verde es-
tao em pelo menos um estado dentre um estado de isolamento do café cere-
ja ou um estado de estar dentro do café cereja.

3. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que opH é pH 2,4 a 4,7.

4. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que compreende uma eta-
pa de regulagdo de pH para o uso de um agente de regulagdo de pH e regu-
lagao do pH a uma faixa dentro daquela mencionada acima.

5. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagao 4, caracterizado pelo fato de que'o agente de regulagao de
pH é pelo menos um dentre &cido latico e acido fosférico.

6. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicag@o 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o microorganismo de
fermentacgdo é de pelo menos um tipo selecionado dentre o grupo composto
de levedura, bactérias do &cido latico e Deuteromycota.

7. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de que a levedura é uma levedura
de fermentagéo do vinho.

8. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com



10

15

a reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de que a Deuteromycota pertence
ao género Geotrichum.

9. Método de tratamento de gréos de café verde de acordo com
a reivindicagao 8, caracterizado pelo fato de que a Deuteromycota perten-
cente ao género Geotrichum é Geotrichum sp. SAM2421 (nimero do depdsi-
to internacional FERM BP-10300), uma variante da mesma, ou uma trans-
formante da mesma.

10. Método de tratamento de graos de café verde de acordo com
a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a substancia nutritiva é
suco de fruta ou polpa de café.

11. Gréos de café verde, caracterizados pelo fato de que sdo
obtidos usando o método de tratamento de graos de café verde como defini-
do na reivindicagao 1 ou 2.

12. Grdos de café torrados, caracterizados pelo fato de que sdo
resultantes da torrefagdo dos graos de café verde como definidos na reivin-
dicagao 11. '

13. Bebida de café, caracterizada pelo fato de que é obtida u-
sando os graos de café torrados como definidos na reivindicagao 12, como

uma matéria-prima.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO DE TRATAMENTO DE GRAOS DE CAFE
VERDE, GRAOS DE CAFE VERDE, GRAOS DE CAFE TORRADOS E
BEBIDA DE CAFE".

A presente invengao refere-se a um método de tratamento de
graos de café verde por meio do qual a contaminagao com as bactérias, que
produzem o acido acético, possa ser evitada durante a fermentacao dos
graos de café verde com um microorganismo e um novo e favoravel sabor
possa ser conferido a uma bebida de café. Esse objetivo pode ser alcangado
por um método de tratamento de graos de café verde o qual compreende a
etapa de fermentagao de fermentar o material a ser assimilado ao coloca-lo
em contato com um microorganismo para o tratamento de fermentagao e a
seguir o suprimento do componente fermentado, assim formado, aos graos
de café verde, em que o material a ser assimilado é contatado com o micro-
organismo para o tratamento de fermentagao dentro de um pH tal qual o da
inibicdo do crescimento das bactérias capazes de formar o acido acético.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO DE TRATAMENTO DE GRAOS DE CAFE
VERDE SOB REGULAGAO DE pH".
A presente invengdo refere-se a um método de tratamento de
graos de café verde por meio do qual a contaminag&o com as bactérias, que
produzem o 4cido acético, possa éer evitada durante a fermentagdo dos

_graos de café verde com um microorganismo e um novo e favoravel sabor

possa ser conferido a uma bebida de café. Esse objetivo pode ser alcancado
por um método de tratamento de grdos de café verde o qual compreende a
etapa de fermentagdo de fermentar o material a ser assimilado ao colocé-lo

-ém contato com um microorganismo para o tratamento de fermentagdo e a

seguir o suprimento do componente fermentado, assim formado, aos graos
de café verde, em que o material a ser assimilado é contatado com o'micro-
organismo para o tratamento de fermentagéo dentro de um pH tal qual o da
inibicdo do crescimento das bactérias capazes de formar o 4cido acético.
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