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APRESENTAÇÃO

 A obra “Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza” consiste de 
uma série de livros de publicação da Atena Editora. Com 96 capítulos apresenta uma 
visão holística e integrada da grande área das Ciências Biológicas e da Natureza, com 
produção de conhecimento que permeiam as mais distintas temáticas dessas grandes 
áreas.

 Os 96 capítulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade 
acadêmico-científica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente 
em geral (físico, biológico e antrópico), suprindo lacunas que possam hoje existir e 
contribuindo para que os profissionais tenham uma visão holística e possam atuar em 
diferentes regiões do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Análise Crítica 
das Ciências Biológicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciências Biológicas 
como da Natureza (principalmente química, física e biologia) e suas tecnologias 
são fundamentais para promoção do desenvolvimento de saberes, competências e 
habilidades para a investigação, observação, interpretação e divulgação/interação 
social no ensino de ciências (biológicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento 
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

 Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes 
informações que o livro traz, e que, o mesmo possa atuar como um veículo adequado 
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciências Biológicas e da Natureza, com 
base nos resultados aqui dispostos. 

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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ESTATÍSTICA PARAMÉTRICA E NÃO PARAMÉTRICA 
NA AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA NA 

FERMENTAÇÃO DO CAFÉ

CAPÍTULO 28

Deusélio Bassini Fioresi
Instituto Federal do Espírito Santo, Campus 

Venda Nova do Imigrante, Coordenação do Curso 
Bacharel em Administração

Venda Nova do Imigrante – Espírito Santo

Wilton Soares Cardoso
Instituto Federal do Espírito Santo, Campus 
Venda Nova do Imigrante, Coordenação do 

Curso Bacharelado em Ciência e Tecnologia de 
alimentos

Venda Nova do Imigrante – Espírito Santo

Weliton Barbosa de Aquino
Instituto Federal do Espírito Santo, Campus 
Venda Nova do Imigrante, Coordenação do 

Curso Bacharelado em Ciência e Tecnologia de 
alimentos

Venda Nova do Imigrante – Espírito Santo

Luzia Elias Ferreira
Instituto Federal do Espírito Santo, Campus 
Venda Nova do Imigrante, Coordenação do 

Curso Bacharelado em Ciência e Tecnologia de 
alimentos

Venda Nova do Imigrante – Espírito Santo

Vinícius Serafim Coelho
Instituto Federal do Espírito Santo, Campus 
Venda Nova do Imigrante, Coordenação do 

Curso Bacharelado em Ciência e Tecnologia de 
alimentos

Venda Nova do Imigrante – Espírito Santo

RESUMO: Neste trabalho foram utilizadas 

técnicas estatísticas paramétricas e não 
paramétricas para avaliar a atividade da 
amilase, durante 24 horas de fermentação, 
com o uso de culturas iniciadoras em grãos de 
cerejas Catuaí, provenientes de propriedades 
localizadas a 900 e 1200 metros no município 
de Venda Nova do Imigrante - ES. As cerejas 
foram descascadas, os grãos e polpa/hush 
foram separados e colocados em um tambor de 
200 litros, contendo água, (20kg: 20kg: 20kg) 
e culturas iniciais de bactérias. Os tratamentos 
foram definidos pela adição de duas bactérias 
e o grupo controle, sem início de cultura. As 
atividades enzimáticas foram monitoradas a 
cada 03 horas. A reação foi interrompida pela 
adição de DNS e a liberação de açúcares 
redutores foi avaliada pelo método DNS, sendo 
a unidade de atividade enzimática definida 
como a quantidade de enzima liberando 1 
μmol de glicose em 1 m sob as condições do 
teste. Os dados foram submetidos a testes 
preliminares de distribuição de probabilidade 
e homogeneidade de variâncias, identificando 
a necessidade do emprego de técnicas não 
paramétricas. Os testes revelaram que, a 900 
m, há diferença entre os desempenhos dos tipos 
de fermentação e que o desempenho geral foi 
melhor nos processos mantidos até 12 h. Para 
a altitude de 1200 m não foram identificadas 
diferenças entre os tipos de fermentação, 
no entanto, foram formados cinco grupos de 
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desempenho da atividade enzimática em função do tempo. Contudo, concluiu-se que 
as variações da atividade enzimática se comportam diferentemente em função da 
altitude e dos tratamentos. 
PALAVRAS-CHAVE: Café, Amilase, Fermentação, Estatística

ABSTRACT: In this work, parametric and nonparametric statistical techniques were 
used to evaluate the amylase activity during 24 hours of fermentation with the use 
of starter cultures in Catuaí cherries grains from properties located at 900 and 1200 
meters in Venda Nova do Immigrant - ES. The cherries were peeled, the grains and 
pulp / hush were separated and placed in a 200 liter drum containing water, (20kg: 
20kg: 20kg) and initial cultures of bacteria. The treatments were defined by the addition 
of two bacteria and the control group, without beginning of culture. The enzymatic 
activities were monitored every 03 hours. The reaction was interrupted by the addition 
of DNS and the release of reducing sugars was evaluated by DNS method, the unit of 
enzyme activity being defined as the amount of enzyme releasing 1 μmol of glucose 
in 1 m under the conditions of the test. The data were submitted to preliminary tests 
of probability distribution and homogeneity of variances, identifying the need for non - 
parametric techniques. The tests revealed that at 900 m there was a difference between 
the performances of the fermentation types and that the overall performance was better 
in the processes kept up to 12 h. At the altitude of 1200 m no differences were identified 
between the fermentation types, however, five groups of performance of the enzymatic 
activity were formed as a function of time. However, it was concluded that the variations 
of the enzymatic activity behave differently according to the altitude and the treatments. 
KEYWORDS: Coffee, Amylase, Fermentation, Statistics

1 |  INTRODUÇÃO

A cafeicultura de montanhas exige esforços demasiados por parte dos produtores 
face ao relevo desfavorável impedindo uma mecanização apropriada, condições 
climáticas atuais atípicas e mão de obra escassa. O surgimento de mercados de cafés 
de qualidade trouxe expectativas ao pequeno agricultor, que mesmo em pequenas 
propriedades, nas condições supracitadas, vislumbra uma possibilidade de agregação 
de valor, utilizando técnicas que melhoram a qualidade desse produto. Neste contexto, 
atualmente vem surgindo pesquisas sobre as variáveis que possam se associar à 
qualidade do café; qualidade essa, identificada pela opinião pessoal e experiência 
de degustação acumulada ao longo dos anos dos Q-Graders, como destacam 
Feria-Morales (2002); Alvarado & Linnemann (2010) e DiDonfrancesco et al. (2014), 
tornando-se uma tarefa muitas vezes complexa. Com o intuito de contribuir com as 
pesquisas nesta área, este capítulo traz um estudo sobre três diferentes métodos de 
fermentação de cafés cereja, fermentação natural ou espontânea, com a utilização 
da cultura starter de bactéria Pediococcus acidilactici CCT1622 (para fermentação 
com bacteria láctica) e outro com a cultura starter Saccharomyces cerevisiae (para 
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fermentação com levedura), com cafés provenientes de duas diferentes altitudes, 
900 e 1200 metros, no qual foram avaliados a velocidade ou atividade enzimática da 
enzima amilase (U/mL). As atividades enzimáticas por cada método com fermentação 
foram comparação com o método controle ou fermentação natural, em que não é 
adicionado microrganismos starters no processo. 

Em qualquer pesquisa, paralelo a identificação da população (grupo completo) de 
elementos associados a ela e, posteriormente a identificação das variáveis envolvidas, 
é de extrema importância a caracterização destas variáveis quanto a sua distribuição 
probabilística e a de seus parâmetros na população, uma vez que a conclusão para 
todo o grupo de elementos estudados (inferência) depende de uma confiança obtida 
por cada distribuição de probabilidade. Neste estudo, a variável “atividade enzimática” 
(U/mL) e o tempo de fermentação (h), são variáveis quantitativas e requerem uma 
verificação prévia de suas distribuições de probabilidade e homogeneidade de suas 
variâncias, a fim de compararmos seus comportamentos em diferentes tratamentos 
(métodos de fermentação) e altitudes.

Assim, os resultados que seguem trazem um panorama do produto de diferentes 
métodos de fermentação que podem caracterizar vantagens ou desvantagens, no que 
se refere a atividade enzimática como geração de voláteis ou compostos químicos, na 
formação de um café de qualidade. 

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

As atividades enzimáticas, referente as enzimas amilases, foram monitoradas a 
cada 03 horas. As atividades aparentes da amilase foram determinadas pela adição 
de uma alíquota do mosto de fermentação centrifugado (10000 rpm) a 1% de amido 
em tampão acetato de 0,2 M e pH 5,0, em uma reação a 40ºC por 10 min. A reação 
foi interrompida e foi realizada a determinação da glicose ou dos açucares redutores 
liberados pelo método DNS (Miller, 1959) sendo a unidade de atividade enzimática 
(U) definida como a quantidade de enzima liberando 1 μmol de glicose por minuto sob 
as condições do teste, sendo U/mL de mosto a unidade utilizada. O mosto é o meio 
liquido provenientes da fermentação dos cafes, nos diferentes métodos.

Estes dados foram analisados considerando o tempo de fermentação e a altitude, 
comparando-os entre métodos e controle. Para tanto, foram analisadas 3 repetições 
a cada 3 horas, sendo realizadas do tempo 0 minutos até 24 horas de fermentação, 
totalizando 27 repetições de cada tratamento (3 tratamentos) em duas altitudes 
diferentes (900 e 1200 m), totalizando 162 parcelas experimentais. 

Os dados foram submetidos a testes preliminares de distribuição de probabilidade, 
como o Komolgorov Smirnov,  e homogeneidade de variâncias como o Teste de 
Levene, identificando a necessidade do emprego de técnicas não paramétricas para 
a comparação dos métodos, como o Teste Kruskal Wallis – comparação múltipla 
das distribuições (equivalente à Análise de Variância nos casos paramétricos) e o 
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de Mann Whitney – comparação de distribuições duas a duas (equivalente ao Teste 
Tukey nos casos paramétricos). Nos casos em que o Teste de Kolmogorov Smirnov 
revelou normalidade dos dados e o Teste de Levene a homogeneidade de variâncias, 
simultaneamente, os métodos foram comparados pela ANOVA (Análise de variância) 
em um DIC (Delineamento Inteiramente ao Acaso) e as comparações dois a dois pelo 
Teste Tukey.

Além das comparações entre os métodos, foram utilizados modelos lineares 
e não lineares para explicar o comportamento de “atividade enzimática” (U/mL) em 
função do tempo de fermentação (h)

3 |  RESULTADOS

A Distribuição de probabilidade da atividade enzimática (U/mL) tem características 
de assimetria à direita, influenciada pela altitude de 900 m (Figura 1), para a qual o 
teste estatístico de Kolmogorov Smirnov revelou Distribuição não Normal com p=0,006 
de significância. Já para a altitude de 1200 m, o teste indicou normalidade dos dados 
a p=0,313 de significância e homogeneidade de variâncias, pelo teste de Levene, com 
p=0,382.

Figura 1: Distribuição da atividade enzimática nas altitudes 900 e 1200 metros

Sendo assim, para a altitude de 900 m utilizou-se técnicas estatísticas não 
paramétricas de comparação (Teste de Kruskal Wallis para comparações múltiplas 
e teste de Mann Whitney para a comparação dois a dois) tanto para o tipo de 
fermentação quanto para os tempos. Para a altitude de 1200 m foram utilizadas 
técnicas paramétricas de comparação (ANOVA para comparações múltiplas e Teste 
Tukey para a comparação dois a dois) e modelos de regressão linear e quadrático 
simples para o ajustamento da U/mL em função do tempo.
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Figura 2: Comparação das atividades enzimáticas entre as altitudes.

O teste de Mann Whitney indicou diferença para a atividade (U/mL) entre as 
altitudes com p=0,000 de significância (Figura 2). Ou seja, na altitude de 900 metros 
há maior atividade enzimática, com media de 141,1 U/mL enquanto que na altitude de 
1200 metros a atividade média é de 61,2 U/mL. Os respectivos desvios padrões, 56,8 
e 31,3 U/mL, indicam uma dispersão relative de 40,2% e 51,2% atribuindo à altitude de 
1200 metros maior heterogeneidade das atividades, ou seja, atividades mais dispersas 
em relação à media quando comparadas às atividades da altitude de 900 metros.

3.1 Avaliaçao estatistica dos cafés fermentados de altitude de 900 metros

Para a altitude de 900 metros, onde há maior atividade enzimática, o teste Kruskal 
Wallis revelou que há diferença significativa entre as distribuições das atividades para 
os diferentes tempos, com p=0,000.

Tempo Média U/mL Desvio Padrão
95% Intervalo de Confiança para média
Limite Inferior Limite Superior

0 180,3 39,9 149,6 210,9
3 187,9 24,2 169,4 206,5
6 195,5 29,9 172,5 218,6
9 183,5 36,9 155,1 211,9

12 161,5 57,3 117,5 205,7
15 107,3 28,4 85,4 129,2
18 90,743 23,3427 72,800 108,685
21 83,467 22,2788 66,342 100,592
24 79,334 21,4763 62,826 95,842

Tabela 1: Descritivo das velocidades a 900 metros de acordo com os diferentes tempos.

Significa que pelo menos um tempo difere dos demais, sugerindo o teste de Mann 
Whitney para a comparação entre dois tempos quaisquer, possibilitando o diagnóstico 
de formação de grupos de diferentes tempos com atividades enzimáticas semelhantes.
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Figura 3: Médias das velocidades a 900 metros de acordo com os diferentes tempos.

O teste de Kruskal Wallis apontou não haver diferença entre as distribuições da 
U/mL para os tempos de 0 a 12 min, e entre as distribuições para os tempos entre 15 
e 24 min, com p=0,353 e p=0,07, respectivamente (Figura 3). Para essa altitude, um 
modelo quadrático de ajustamento da U/mL em função do tempo:

ƒ (T) = -0,156X2 - 1,833X + 194,886

é significativo, com p=0,000, e com coeficiente de explicação de 60,7%. Isto 
significa que a atividade enzimática pode ser estimada pela equação obtida e que 
60,7% das atividade enzimáticas podem ser explicadas por esta equação, de acordo 
com a variação do tempo. No entanto, a formação dos grupos de atividades até 12 h e 
acima de 12 h, sugerem modelos deferentes e mais precisos quando há interesse na 
estimação da atividade em função do tempo.

3.1.1 Comparação entre os métodos de fermentação

Pela tabela 2 percebe-se que o tratamento Natural apresentou maior média de 
atividade com menor desvio padrão, quando comparado ao tratamento com Levedura. 
O tratamento com Bactéria láctea apresentou menor média de atividade. Os limites 
de confiança já dão uma ideia de que o tratamento com Bactéria Láctea difere dos 
demais, por ser disjunto dos demais. No entanto, estes fatos devem ser verificados por 
um teste de hipótese.

Métodos Média de U/
mL

Desvio 
Padrão

Intervalo de confiança de 95% para média

Limite inferior Limite Superior

Natural 162,9 50,0 143,2 182,6

Levedura 158,5 53,3 137,4 179,6

Bactéria Láctea 101,8 46,5 83,4 120,2

Tabela 2: Descritivo das velocidades a 900 metros em diferentes métodos de fermentação

Para os diferentes métodos de fermentação o teste de Kruskal Wallis indicou 



Análise Crítica das Ciências Biológicas e da Natureza  2 Capítulo 28 322

haver diferenças entre as distribuições das atividades enzimáticas, com p=0,000. 
O teste de Mann Whitney, de comparação dois a dois, indicou não haver diferença 
entre as distribuições da atividade para as fermentações Natural e Levedura, com 
p=0,789 e indicou diferença entre os métodos de fermentação Natural e Levedura 
comparados com o método Bactéria Láctea, a uma significância de p=0,000 em ambas 
as comparações, como mostra a Figura 4.

Figura 4: Médias das atividades em diferentes métodos de fermentação

Assim se confirma a menor atividade enzimática quando o café é submetido à 
fermentação com Bactéria Láctea as atividades são semelhantes quando submetido 
às fermentações Natural ou com Levedura.

3.2 Avaliaçao estatistica dos cafés fermentados de altitude de 1200 metros

Para a altitude de 1200 metros a atividade enzimática apresentou Distribuição 
Normal de Probabilidade e homogeneidade entre as variâncias dos métodos, 
permitindo a comparação múltipla das médias pela Análise de Variância que revelou 
haver diferença significativa entre as médias das atividades para os diferentes tempos, 
com p=0,000.

Tempo Média Desvio padrão
95% Intervalo de Confiança

Limite Inferior Limite Superior
0 100,8 11,0 92,3 109,2
3 101,8 16,3 89,2 114,3
6 83,8 4,0 80,7 86,9
9 76,4 1,3 75,3 77,4

12 59,2 8,7 52,5 65,9
15 49,8 0,9 49,1 50,5
18 45,2 0,9 44,5 45,9
21 14,5 1,3 13,5 15,5
24 19,1 3,2 16,7 21,6

Tabela 3: Descritivo das velocidades a 1200 metros de acordo com os diferentes tempos.
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Isto significa que em pelo menos um dos tempos a média de atividade difere das 
médias nos demais tempos, sugerindo o teste Tukey para identificar possíveis grupos 
de médias iguais.

Tempo horas
Grupos obtidos, p = 0.05

Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5

21 14,5

24 19,1

18 45,2

15 49,8 49,8

12 59,2

9 76,3

6 83,8

0 100,8

3 101,8

Significância - p 0,920 0,925 0,169 0,461 1,000

Tabela 4: Grupos de tempos com médias de atividade iguais.

Os resultados do Teste Tukey revelam os tempos de fermentação em que as 
atividades enzimáticas se assemelham, como 21 e 24 h; 15 e 18h; 12 e 15h; 9 e 6h 
e por fim 0 e 3h, formando cinco grupos (Figura 5). Estes resultados mostram que 
é possível economizar tempo, uma vez que velocidades se igualam em diferentes 
tempos de fermentação.

Figura 5: Médias das velocidades a 1200 metros de acordo com os diferentes tempos.

Para essa altitude, um modelo linear de ajustamento da atividade em função do 
tempo, como mostra a figura 3, e representado pela função f(t)

ƒ(T) = -3,845X + 107,311,

que é significativo, com p=0,000, e com coeficiente de explicação de 91,4%. Ou 
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seja, a 1200 metros de altitude em 94,1% das vezes a atividade varia com o tempo de 
acordo com a função obtida. Essa função diz que para cada unidade variada no tempo 
a atividade enzimática varia 3,845 U/mL de forma negativa, ou seja, com o aumento 
do tempo a atividade diminui.

3.2.1 Comparação entre os métodos de fermentação

Para a altitude de 1200 metros não há diferença significativa entre os tratamentos, 
com p=0,557, obtido pela Análise de Variância, indicando não haver diferenças para a 
atividade enzimática (U/mL) entre os tipos de fermentação, formando um único grupo 
pelo teste Tukey.

Métodos Média de U/
mL

Desvio 
Padrão

Intervalo de confiança de 95% para média

Limite inferior Limite Superior

Natural 66,4 36,2 52,1 80,8

Levedura 59,4 29,1 47,9 70,9

Bactéria Láctea 57,7 28,7 46,3 69,0

Tabela 5: Descritivo das velocidades a 1200 metros em diferentes métodos de fermentação

Embora não haja diferença significativa entre as médias dos tratamentos, a 
dispersão relativa das médias, conhecida como Coeficiente de Variação, revela que 
a fermentação com Levedura apresenta atividades mais homogêneas, ou seja, com 
menores dispersões em relação à média.

Figura 6: Médias das atividades em diferentes métodos de fermentação

Assim, para a altitude de 1200 metros os métodos de fermentação não diferem 
entre sí pela média das atividades, indicando não haver preferências quando o 
interesse for a atividade enzimática.
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4 |  CONCLUSÃO

Há diferença significativa das atividades enzimáticas entre as altitudes de 900 
e 1200 metros. Na altitude de 900 metros há diferença significativa da atividade 
enzimática entre os tempos. O modelo quadrático é o que melhor ajusta a atividade 
em função do tempo e sugere seu decréscimo ao longo do tempo, embora haja uma 
elevação até o período de 6 horas de fermentação, a partir do qual inicia-se a redução 
da atividade. Nesta altitude o método Natural e o com Levedura são equivalentes em 
relação à atividade, diferindo-se do tratamento com Bactéria Láctea, que apresentou 
menor atividade. Na altitude de 1200 metros também há diferença significativa das 
atividades entre os tempos de fermentação, porém estas diferenças ocorrem de forma 
linear e decrescente conforme o tempo aumenta. No entanto, não há diferença entre 
os métodos de fermentação, destacando-se maior homogeneidade das atividades 
para o método de fermentação com Levedura.

REFERÊNCIAS
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