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RESUMO 

 

O café é uma das bebidas mais populares no mundo, com um consumo anual estimado 
em 500 bilhões de xícaras. Devido a este crescente mercado, a necessidade em se produzir grãos 
com características aromáticas distintas e sabores agradáveis fez com que as práticas associadas 
aos processos pós-colheita realizados nas fazendas cafeeiras recebam maior atenção. 
Previamente as etapas de comercialização e exportação, as cerejas de café passam pelo processo 
de remoção das camadas que envolvem os frutos para reduzir a umidade presente nos grãos. 
Para isto, três processos pós-colheita são utilizados, denominados como via úmida, via seca e 
via semisseca. Durante o processamento das cerejas de café, uma rica diversidade microbiana 
está associada as diferentes etapas do processamento, como por exemplo, são responsáveis pela 
fermentação da camada mucilaginosa na via úmida. Durante a fermentação, ocorre a geração 
de metabólitos microbianos que poderão impactar no sabor e aroma do café, na inibição de 
fungos filamentosos, bem como no auxílio da remoção da mucilagem pela quebra da pectina. 
Neste intuito, a primeira parte deste estudo avaliou as comunidades microbiana presentes em 
fermentações de café na Colômbia por sequenciamento de nova geração. A plataforma Illumina 
foi utilizada para investigar as comunidades de eucariotos e procariotos presentes durante a 
fermentação espontânea de grãos de café na Colômbia. Além disso, os compostos gerados pelo 
metabolismo microbiano foram avaliados por cromatografia gasosa (GC), cromatografia gasosa 
acoplada à espectrofotômetro de massa (GC-MS), e por cromatografia líquida de alta 
performance (CLAE). Destaca-se a elevada diversidade microbiana encontrada, sendo 
identificados mais de 160 gêneros bacterianos, na qual houve uma relevante dominância de 
bactérias ácido lácticas (BAL), representada pelos gêneros Leuconostoc e Lactobacillus. A 
diversidade de eucariotos apresentou ser mais homogênea, com Pichia nakasei sendo 
dominante durante todo o processo de fermentação. O ácido láctico e acetaldeído foram os 
principais metabólitos gerados por BAL e Pichia, respectivamente. Particularmente, 56 gêneros 
microbianos foram detectados pela primeira vez na fermentação do café, e podem ser 
associados ao solo local, água do mar, plantas, insetos e ao contato humano. Os compostos 
voláteis identificados compõem os grupos químicos de álcoois, ácidos orgânicos, aldeídos, 
ésteres, terpenos, fenóis e hidrocarbonetos. Este estudo é pioneiro na descrição da microbiota 
do café Colombiano, ademais, na utilização de técnicas de sequenciamento de nova geração em 
fermentação de café. Na segunda etapa, objetivou-se isolar e selecionar bactérias do ácido lático 
em fermentação de café em laboratório e avaliar sua habilidade em fermentar a frutose. Para 
isto, a fermentação de café foi conduzida em biorreator durante 30 h, onde amostras da fração 
líquida foram retiradas, diluídas serialmente e plaqueadas em meio seletivo. Após purificação 
por plaqueamentos sucessivos, os isolados foram testados quanto a fermentação de frutose, 
avaliando o consumo por método colorimétrico. A identificação molecular foi realizada através 
do sequenciamento do gene 16S rRNA. Ao total de 34 isolados, dos quais 11 foram 
identificados como Lactobacillus brevis, Lactobacillus sp. e Pediococcus pentosaceus. Quanto 
à fermentação de frutose, os isolados apresentaram perfis fermentativos distintos. Com isto, 
sugerimos que estudos posteriores sejam executados para investigar se há ou não o perfil de 
bactéria frutofílica dentre os isolados.  
 
Palavras-chave: processamento pós-colheita; culturas iniciadoras; fermentação de café; frutose; 

bactérias ácido láticas; plataforma Illumina. 

  



ABSTRACT 

 

Coffee is one of the most popular beverages in the world with an estimated annual 
consumption of 500 billion cups. Due to this growing market, the need to produce beans with 
distinct aromatic characteristics and pleasant flavors made that practices associated with the 
post-harvest processes carried out on-farms receive more attention. Previously to 
commercialization and exportation, the coffee cherries must undergo the process of removing 
the outer layers that covers the coffe cherries to reduce the moisture contente present in the 
coffee cherries. For this, three post-harvest processes are used, named wet, dry and semi-dry. 
During the processing of coffee cherries, a rich microbial diversity is associated with the 
different stages of processing, for example, they are responsible for the fermentation of the 
mucilaginous layer in the wet processing. During the fermentation, there is a generation of 
microbial metabolites, which may impact coffee flavor and aroma, inhibition of filamentous 
fungi, as well as ainds on the mucilage removal by pectin metabolization. In that order, the first 
part of this study evaluated the microbial communities present in coffee fermentation in 
Colombia by next-generation sequencing. The Illumina platform was used to investigate the 
communities of eukaryotes and prokaryotes present during the spontaneous fermentation of 
coffee beans in Colombia. In addition, the compounds generated by microbial metabolic 
activity were evaluated by gas chromatography (GC), gas chromatography coupled to the mass 
spectrometer (GC-MS), and by high-performance liquid chromatography (HPLC). It is 
important to highlight that a high microbial diversity was found, with more than 160 bacterial 
genera, in which there was a significant dominance of lactic acid bacteria (LAB), represented 
by the genera Leuconostoc and Lactobacillus. The diversity of eukaryotes was more 
homogeneous, with Pichia nakasei as the dominant specie throughout the fermentation process. 
Lactic acid and acetaldehyde were the major metabolites generated by LAB and Pichia, 
respectively. In particular, 56 microbial genera were detected for the first time in coffee 
fermentation, and can be related to the local soil, sea water, plants, insects and human contact. 
The identified volatile compounds are from the chemical groups of alcohols, organic acids, 
aldehydes, esters, terpenes, phenols and hydrocarbons. This study is a pioneer in the description 
of the Colombian coffee microbiota, in addition, the use of next-generation sequencing 
techniques in coffee fermentation. In the second stage, the objective was to isolate and select 
lactic acid bacteria in coffee fermentation perfomed in laboratory and to evaluate their ability 
to ferment fructose. For this purpose, coffee fermentation was conducted in a bioreactor for 30 
h, where samples of the liquid fraction were taken, then serially diluted and plated in a selective 
medium. After purification by successive plating, the isolates were tested for fructose 
fermentation, and evaluated the consumption of fructose by colorimetric method. Molecular 
identification was performed by sequencing the 16S rRNA gene. A total of 34 isolates were 
identified, of which 11 were identified as Lactobacillus brevis, Lactobacillus sp. and 
Pediococcus pentosaceus. Regarding the fermentation of fructose, the isolates showed different 
fermentation profiles. Therefore, we suggest that further studies be carried out to investigate 
whether or not there is a profile of fructophilic bacteria among the isolates. 
 
Keywords: post-harvest processing; starter cultures; coffee fermentation; fructose; lactic acid 

bactéria; Illumina platform. 
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CAPÍTULO I – MICROBIOMA ASSOCIADO AO PROCESSAMENTO PÓS-

COLHEITA DE CAFÉ E SEU IMPACTO NA QUALIDADE DOS GRÃOS 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O café teve sua origem histórica nas terras altas da Etiópia, migrando para o Iêmen, 

sendo posteriormente difundido pela Europa. Os primeiros relatos de seu consumo são do 

final do século XV, desde a abertura da primeira cafeteria em Meca (TEKETAY, 1999). 

Atualmente, trata-se de uma das bebidas mais consumidas mundialmente. Os tópicos 

produção e o consumo mundial de café serão apresentados na segunda seção deste capítulo. 

O arbusto que dá origem aos frutos de café pertence à família Rubiaceae, do gênero 

Coffea L., o qual comporta mais de 100 espécies (DAVIS et al., 2006). Atualmente, as 

espécies mais exploradas comercialmente são Coffea arabica L. (café arábica) e Coffea 

canephora L. (café robusta) (ICO, 2018). A FIGURA 1 apresenta a morfologia da cereja de 

café. A cereja é revestida pela casca (exocarpo) que indica o período de maturação e tempo de 

colheita através da variação de cores, indo do verde ao laranja-avermelhado quando madura. 

A polpa (mesocarpo) consiste em uma camada mucilaginosa composta por açúcares (ex: 

glicose, frutose e sacarose), pectina, proteínas, lipídios, minerais e cafeína. A mucilagem é 

aderida ao endosperma, que representa o grão de café propriamente dito. O endosperma é 

também revestido por uma camada de celulose e hemicelulose denominada pergaminho 

(endocarpo) (SAKIYAMA; FERRÃO, 2014) 

 

 
FIGURA 1: MORFOLOGIA DA CEREJA DE CAFÉ 

 
Fonte: Autora (2018) 
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Para a obtenção dos grãos de café, uma série de operações deverão ser executadas 

com a finalidade em remover a casca, a camada mucilaginosa e o pergaminho, para que 

posteriormente o café possa ser comercializado, torrado e moído. Os métodos de remoção da 

mucilagem serão apresentados na terceira seção deste capítulo. 

A qualidade do café, a qual é avaliada pelo seu aroma e sabor, é influenciada por 

múltiplos fatores, pois depende de qualidades físico-químicas e da integridade dos grãos, 

como por exemplo, estágio de maturação, defeitos, tamanho, variedade da espécie, umidade 

local, o tipo de processamento ao qual foi submetido para remoção da mucilagem, o tempo e 

temperatura de torrefação, e, finalmente, o método de preparação da bebida (extração) (ILLY; 

VIANI, 2005). Portanto, ao se avaliar a qualidade da bebida final, deve-se levar em conta 

todos estes atributos. Neste trabalho, sugerimos a investigação sobre qual a influência dos 

métodos de remoção da mucilagem na composição de química do grão, ou seja, na 

concentração de açúcares, ácidos orgânicos, precursores de aromas, entre outros.  

Alguns termos específicos serão utilizados ao longo do presente trabalho. O termo 

off-flavors é utilizado para classificar moléculas orgânicas, voláteis ou não-voláteis, que 

impactam negativamente no aroma de um produto, como vinhos e cervejas. Neste caso, a 

detecção de moléculas como 2-metoxi-3-isopropil-5-metilpirazina, 2-metoxi-3-

isopropilpirazina, 2-metoxi-3-isobutilpirazina, 2,3-butanodiol, ácido butírico, 2-metil-

isobutanol, 2,4,6-tricloroanisol, geosmina são responsáveis pela produção de off-flavors no 

café (DAHL; TAVARIA; MALCATA, 2000; GUEULE et al., 2015; QIN et al., 2006; 

TOLEDO et al., 2016). O termo threshold indica o limiar de detecção de moléculas avaliadas 

por técnicas de química analítica, podendo assim, uma molécula possuir “baixo” ou “elevado” 

threshold. Já o termo Terroir (sem tradução) é um conceito Francês geralmente utilizado na 

avaliação sensorial de vinhos. Em tradução livre, refere-se ao “gosto do lugar”, ou seja, 

quando uma área ou terra, geralmente pequena, cujo o microclima e o solo conferem 

qualidades singulares aos produtos alimentícios produzidos naquela região (BARHAM, 

2003). Recentemente, o termo tem sido utilizado para caracterizar a produção de café de 

diferentes regiões produtoras, visto que o processamento pós-colheita realizado em fazenda 

fornece condições climáticas distintas de cada região (CARVALHO NETO et al., 2018). 

A composição química dos grãos sofre transformações ao longo da cadeia de 

produção. Este fato pode ser resultado do processo de germinação dos grãos, da ação dos 

microrganismos presentes (fermentação), bem como das reações térmicas que caramelização, 

Maillard e Strecker que ocorrem na etapa de torrefação (PEREIRA et al., 2019). Portanto, a 
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quarta e última seção deste capítulo irá descrever a diversidade microbiana presente na 

produção de café, e como sua atuação pode impactar em qualidade final. 

Portanto, o objetivo deste primeiro capítulo mostrar a relevância do tema avaliando a 

produção e consumo de café, bem com revisar os tipos de processamento pós-colheita que são 

utilizados em fazenda, e finalmente, mostrar o potencial na rica diversidade microbiana 

associada às fermentações de café, e como a seleção de microrganismos destes ambientes 

poderão auxiliar na padronização de fermentações. 
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2 PRODUÇÃO E CONSUMO MUNDIAL DE CAFÉ 

 

 

Atualmente, o café é um dos principais produtos agrícolas comercializados e 

consumidos mundialmente. Devido as características climáticas, os maiores produtores de 

café estão localizados na região equatorial denominada como “The coffee belt”, situada entre 

o trópico de Câncer e trópico de Capricórnio (FIGURA 2). 

 

 
FIGURA 2: ZONA EQUATORIAL CONHECIDA COMO “THE COFFEE BELT” 

 
Fonte: (“Coffee Basics - Mela Coffee Roasting Co.”, [s.d.]) 

 

 

Anualmente, a ICO, International Coffee Organization, prepara relatórios sobre a 

produção e importação mundial de sacas de café (60kg). O Brasil ainda é o maior produtor 

(52.7 mi), seguido de Vietnã (29.5 mi), Colômbia (14 mi), Indonésia (10.9 mi) e Etiópia (7.6 

mi) (ICO, 2018). Dente os maiores importadores estão os Estados Unidos, Alemanha, França, 

Itália e Japão. Devido as suas características estimulantes e organolépticas, o café tornou-se 

ao longo dos anos um hábito diário, sendo considerado uma das bebidas mais apreciadas no 

mundo, com um consumo de mais de 500 bilhões de xícaras anualmente. Os maiores 

consumidores de café são a Finlândia (9.6 kg/per capita), Alemanha (6.8kg/per capita), Brasil 

(6.1kg/per capita), Itália (5.6kg/per capita) e EUA (4.1kg/per capita). 

 

 

 



17 
 

2.1 PRODUÇÃO DE CAFÉ NA COLÔMBIA 

 

 

A Colômbia é o terceiro maior produtor de café verde do mundo (ICO, 2018). A 

produção de café na Colômbia, o qual é 100% café arábica, está diretamente relacionada ao 

desenvolvimento econômico da Colômbia (EDWARDS, 1984). Em torno de 1 milhão de 

hectares do território Colombiano é destinado a produção de café. A condições locais, como 

solo vulcânico rico em minerais, as elevadas altitudes (800 – 2000 m) e clima impactam na 

qualidade do café Colombiano. Ademais, a elevada umidade local fez com que práticas locais 

fossem desenvolvidas ao longo dos anos, como é o caso do “café lavado” (ver seção 3.1). 

Estas características tornaram o café Colombiano reconhecido mundialmente por suas 

características de aroma e sabor. 

 

 

 
Fonte: (“Sembrado Cafe Colombiano”, [s.d.]) 
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3 PROCESSAMENTO PÓS-COLHEITA 

 

 

As cerejas recém colhidas de café deverão ser submetidas a uma série de etapas a fim 

de remover as camadas que envolvem o fruto, bem como casca, polpa e mucilagem, para a 

obtenção dos grãos de café verde que serão destinados à exportação. O processamento pós-

colheita tem como objetivo reduzir o percentual de umidade presente nos grãos de 60% para 

12-13%, e deste modo, evitar contaminações, facilitar armazenamento e transporte 

(BRANDO; BRANDO, 2014; CLARKE, 1985). A remoção da mucilagem e secagem dos 

grãos deverá ter início, preferencialmente, após a colheita dos frutos, para reduzir as possíveis 

contaminações por mofos (BEE et al., 2005). Atualmente, existem três processamentos pós-

colheita, conhecidos como via úmida, via seca e via semisseca. Estes processos diferem em 

complexidade das etapas e nas características organolépticas do café resultante. 

 

 

3.1 VIA ÚMIDA 

 

 

O processamento pós-colheita por via úmida envolve a etapa diferencial de 

fermentação espontânea, na qual os frutos de café são fermentados em tanques de alvenaria 

gerando os grãos denominados de “café lavado” (CLARKE, 1985). O termo fermentação 

espontânea se caracteriza pela ação de microrganismos que ocorrem de forma natural na 

região produtora, podendo ser fornecidos pelo contanto humano durante o manuseio dos 

frutos, solo, ar, água, pelas ferramentas e tanques utilizados, bem como pela microbiota 

presente na superfície do fruto (CLEMENTE-JIMENEZ et al., 2004). Além disso, o processo 

fermentativo desencadeia alterações químicas no interior dos grãos que poderão afetar a 

qualidade do produto final (GONZALEZ-RIOS et al., 2007). 

A fermentação de café pode ser classificada como mista, sofrendo a ação de 

diferentes grupos microbianos, incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentoso, que 

consomem os açúcares e outros substratos fornecidos pela polpa do café (SCHWAN; 

WHEALS, 2003). Neste processo fermentativo, não existe um metabólito final de interesse, 

mas sim o processo de remoção da mucilagem em sim. Os metabólitos como etanol, ácido 

acético, ácido lático e outros metabólitos são produzidos em proporções semelhantes. 
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Inicialmente, os frutos são selecionados pelo estágio de maturação e despolpados 

mecanicamente para a remoção da casca e remoção parcial da mucilagem. Ao remover a 

casca, a mucilagem, rica em açúcares, pectina e amino ácidos, estará exposta aos 

microrganismos presentes no ambiente. Os frutos são dispostos em tanques de alvenaria e 

cobertos por água para se estabelecer a condição de anaerobiose. A etapa de fermentação 

poderá ocorrer de 6-72h à depender da temperatura ambiente, podendo ser conduzida até a 

remoção final da mucilagem aderida aos grãos (BRANDO; BRANDO, 2014). Após o término 

da fermentação, os grãos serão encaminhados para a secagem (CLARKE, 1985). 

Os cafés gerados pelo processamento via úmida possuem reconhecimento no 

mercado por apresentarem características aromáticas agradáveis, sendo referenciado como um 

café de notas frutais, florais, caramelizados e de acidez agradável (CLARKE, 1985; 

GONZALEZ-RIOS et al., 2007; SELMAR; KLEINWACHTER; BYTOF, 2014). Isso pode 

resultar do processo de germinação dos grãos quando submersos em água, bem como do 

metabolismo dos microrganismos envolvidos na etapa de fermentação, pois são responsáveis 

pela liberação de aromas, como ésteres e álcoois superiores, que poderão se difundir para o 

interior do grão (PEREIRA et al., 2014, 2019). Este método é utilizado em regiões que 

apresentam temperatura elevada e alta umidade, como Colômbia, América Central e Havaí 

(SCHWAN; WHEALS, 2003). 

 

 

 
Fonte: (VIOL, [s.d.]) 
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3.2 VIA SECA 

 

 

O processamento via seca resulta no denominado café “natural”, ou até mesmo café 

“não lavado”. Este método é o mais simples, rústico e menos dispendioso por se utilizar da 

energia solar em sua principal etapa, que é a secagem dos grãos. Neste processo, os frutos são 

colhidos e organizados pelo estágio de maturação e separados de impurezas, como pedras, 

folhas e pedaços de galhos. Então, os frutos são espalhados sobre o chão ou sobre plataformas 

em camada de 5-8 cm, sem a remoção prévia das camadas que envolvem os frutos, como a 

casca e polpa. Os frutos poderão ser revirados ao longo dos dias e cobertos durante a noite. 

Pela ação da luz solar, os frutos de café são secos de 14 a 30 dias até que se reduza a umidade 

inicial de 60% para 11-12% (DE BRUYN et al., 2017; EVANGELISTA et al., 2014a; SILVA 

et al., 2008). Apesar de simples, este método requer a disponibilidade de longos períodos de 

exposição solar, bem como apresenta a desvantagem da exposição ao ambiente, podendo 

sofrer a ação deteriorante de insetos. O café produzido pela via seca apresenta características 

classificadas como “full body” (SELMAR; KLEINWACHTER; BYTOF, 2014). 

 

 

 
Fonte: “Coffee Production Process – The Coffee Attendant”, 2017 
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3.3 VIA SEMISSECA 

 

 

O processamento via semisseca, também chamado de natural descascado, 

compartilha etapas dos métodos seco e úmido. Neste método, apenas as cerejas maduras são 

selecionadas, onde são submetidas ao despolpamento mecânico. O café despolpado é 

transferido e espelhados em plataformas de concreto, onde são expostos às condições 

ambientais e à temperatura local, como no processamento a seco (VILELA et al., 2010). Este 

método é adequado em regiões que apresentem baixa umidade, onde a camada mucilaginosa 

será seca rapidamente, evitando fermentações indesejáveis. Esse método origina o café 

denominado “natural descascado” (BEE et al., 2005), os quais apresentam um corpo 

intermediário entre os cafés lavados e natural. 

 

 
Fonte: (JAROSLAV, [s.d.]) 
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4 DIVERSIDADE MICROBIANA NO PROCESSAMENTO DE CAFÉ 

 

 

A comunidade microbiana associada ao processamento de café tem sido estudada há 

mais de 100 anos, sendo esta composta por bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Esta 

comunidade microbiana pode ser fornecida pelo ambiente, pela superfície dos frutos e pelo 

contato humano (AVALLONE et al., 2001a; SILVA, 2014). Além disso, pode variar de 

acordo com fatores como a variedade do café, do processamento pós-colheita, e de fatores 

ambientais, como umidade, temperatura e chuva. Os microrganismos associados ao 

processamento pós-colheita podem desempenhar funções importantes na qualidade e 

processamento do café, bem como (i) remoção da polpa e mucilagem, (ii) melhorar o sabor e 

aroma da bebida de café, (iii) impacto negativo no sabor e aroma, (iv) inibir fungos 

micotoxigênicos, e (v) biocontrole (SILVA, 2014). Dada estas funções faz-se de suma 

importância a caracterização desta comunidade microbiana.  

 

 

4.1 MÉTODOS DE IDENTIFICAÇÃO DE MICRORGANISMOS UTILIZADOS NA 

CARACTERIZAÇÃO DOS PROCESSAMENTOS DE CAFÉ 

 

 

Por muito tempo, pesquisadores utilizaram métodos que dependem do cultivo de 

microrganismos para desvendar a comunidade presente nos mais diversos ambientes. No 

entanto, a representatividade da comunidade microbiana através destes métodos é falha, uma 

vez que apenas uma fração dos microrganismos presentes no ambiente são cultiváveis devido 

à reprodutibilidade de condições favoráveis para o crescimento em laboratório. O uso de 

métodos independentes de cultivo permitiu a transposição desses fatores limitantes. Assim, 

abre-se um campo de possibilidades para a caracterização da fermentação de café. 

Os métodos dependentes de cultivo requerem o isolamento e purificação da colônia, 

para que se possa realizar testes bioquímicos, coloração de Gram, formação de esporos e 

motilidades, como recomendado por manuais de caracterização (“BERGEY’S MANUAL OF 

DETERMINATIVE BACTERIOLOGY (7th ed.)”, 1964). Através do perfil fermentativo de 

carboidratos, como glicose e xilose, realizados através de ensaios e/ou kits comerciais. A 

identificação também pode ser realizada pela avaliação das características morfológicas da 

colônia. 
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O desenvolvimento de técnicas moleculares possibilitou a detecção de novos grupos 

microbianos em fermentações ao contornar a limitação da necessidade do isolamento e cultivo 

para a detecção e identificação. Atualmente, a utilização de ferramentas moleculares na 

fermentação do café ainda é restrita a poucos estudos (CARVALHO NETO et al., 2018; DE 

BRUYN et al., 2017; EVANGELISTA et al., 2015; VILELA et al., 2010). Portanto, estudos 

ainda são necessários para desvendar a dinâmica e a sucessão microbiana, bem como o efeito 

de seu metabolismo na qualidade do produto final. 

Quanto aos métodos independentes de cultivo, a identificação pode ser feita a nível 

molecular pela amplificação de genes pela reação em cadeira da polimerase (PCR) e avalição 

do padrão de bandas geradas, podendo ser pela análise de restrição de DNA ribossômico 

amplificado (ARDRA) (RODAS; FERRER; PARDO, 2003; VILELA et al., 2010), 

eletroforese em gel gradiente desnaturante (PCR-DGGE) (ERCOLINI, 2004; 

EVANGELISTA et al., 2015) e amplificação da região palindrômica extragênica (rep-PCR) 

(GEVERS; HUYS; SWINGS, 2001). 

O uso de sequenciamento de nova geração, como o High-throughput sequencing  

(HTS), permitiu superar as limitações dos métodos associados ao cultivo contribuindo para o 

avanço da compreensão da diversidade e sobre a composição de vários ecossistemas 

microbianos presente em alimentos (DALMASSO et al., 2016). A plataforma Illumina gera 

leituras mais curtas (250 pb) do que outros sistemas HTS, mas fornece uma taxa de 

transferência maior, fornecendo milhares de leituras de alta qualidade dos amplicons gerados 

e permitindo uma análise taxonômica superior. Os estudos inéditos conduzidos no Brasil e 

Equador através desta técnica, demonstrou a presença de mais de 80 famílias de bactérias em 

fermentações de café (CARVALHO NETO et al., 2018; DE BRUYN et al., 2017). 

Compreender as interações microbianas dentro dos processos fermentativos espontâneos é 

necessário para fornecer alternativas para a melhorias dos produtos, aumentando a segurança 

e propriedades de consumo desejáveis. 
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4.2 DIVERSIDADE MICROBIANA EM FERMENTAÇÕES DE CAFÉ 

 

 

4.2.1 Bactérias 

 

 

Dentre a grande diversidade de bactérias relatadas nos processamentos de café, o 

grupo das bactérias do ácido láctico (BAL) constituem o grupo dominante. Estudos realizados 

em diferentes regiões produtoras de café, como Brasil, Equador, Índia e Etiópia, relatam a 

dominância de BAL (CARVALHO NETO et al., 2018; DE BRUYN et al., 2017; DE 

BRUYNE et al., 2007; VELMOUROUGANE, 2013). Além disso, através destes estudos tem 

sido possível notar a alta prevalência dos gêneros Leuconostoc e Lactobacillus. Outros 

gêneros podem aparecer em menor concentração, como é o caso de Weissella, Lactococcus e 

Enterococcus (DJOSSOU et al., 2011; LEONG et al., 2014; SCHILLINGER et al., 2008; 

VILELA et al., 2010). As BAL estão presentes na superfície dos frutos de café frescos, o que 

pode indicar a origem deste grupo durante a fermentação espontânea (DE BRUYN et al., 

2017; LEONG et al., 2014). O papel das BAL na fermentação de café ainda requer 

investigação, no entanto, sabe-se que são responsáveis pela diminuição significativa do pH 

devido à produção de ácido lático (CARVALHO NETO et al., 2018; PEREIRA et al., 2016), 

podendo influenciar na inibição de fungos filamentosos (DJOSSOU et al., 2011; MASSAWE; 

LIFA, 2010).  

A família Enterobacteriaceae são detectadas no início das fermentações de café, e que, 

pela dominância de BAL, a população de Enterobacteriaceae reduz ao longo do processo 

(CARVALHO NETO et al., 2018). As espécies mais relatadas da família Enterobacteriaceae 

são pertencentes aos gêneros Klebsiella, Erwinia e Enterobacter (AVALLONE et al., 2001a; 

PEE; CASTELEIN, 1972; SILVA et al., 2008). A elevada população inicial de 

enterobactérias pode ser associada à superfície do fruto de café, solo, fonte de água e contato 

humano (AVALLONE et al., 2001a; FRANK; LUM; DELACRUZ, 1965; GRICE et al., 

2008). A presença de bactérias desta família pode indicar a necessidade de uma melhor 

higienização do processo. Pouco se sabe sobre a atividade das enterobactérias na fermentação 

de café, porém, podem estar associadas à produção de enzimas pectinolíticas (FRANK; LUM; 

DELACRUZ, 1965). 

Outras bactérias como Tatumella ptyseos, Pseudomonas putrefaciens, Proteus 

mirabilis, Acinetobacter spp., Bacillus subtilis, B. macerans B. megaterium, 



25 
 

Methylobacterium, Rhodoplanes, Clostridium, Janthinobacterium e Cellulosimicrobium 

podem aparecer em fermentações de café em um nível mais baixo, podendo estar ligadas ao 

terroir de cada região produtora (CARVALHO NETO et al., 2018; DE BRUYN et al., 2017; 

SILVA et al., 2013). 

 

 

4.2.2 Fungos e Leveduras 

 

 

A atividade metabólica das leveduras está correlacionada a fermentação alcoólica 

dos açúcares, e na produção de uma vasta gama de metabólitos secundários, tais como álcoois 

superiores, ácidos orgânicos, ésteres, aldeídos e cetonas (PEREIRA et al., 2012, 2014; 

SILVA, 2014). Esses metabólitos secundários possuem baixo threshold, visto que geralmente 

têm alto impacto no sabor e também podem ser difundidos para o interior dos grãos, embora 

estudos neste sentido sejam necessários (EVANGELISTA et al., 2014a, 2014b, PEREIRA et 

al., 2014, 2015). O metabolismo de leveduras também pode atuar de forma a inibir o 

crescimento de fungos micotoxigênicos, bem como produzir enzimas pectinolíticas, atuando 

assim, no impacto na qualidade do café. 

Dentre as leveduras já detectas no processamento de café estão Saccharomyces 

cerevisiae, S. marxianus (Kluyveromyces marxianus), S. bayanus e Schizosaccharomyces spp.  

(AGATE; BHAT, 1966). Além disso, em frutos frescos de café foi possível detectar a 

presença de Candida guilliermondii, C. parapsilosis, C. peliculosa, Rhodotorula 

mucilaginosa, Torulopsis fumata, Cryptococcus laurentii, Cryptococcys albidus, Kloeckera 

apis/apiculate (AVALLONE et al., 2001a; PEE; CASTELEIN, 1972). Quanto ao tipo de 

processamento, os gêneros Pichia, Starmerella e Candida foram detectados nos 

processamentos via úmida e via seca (DE BRUYN et al., 2017). Já no processamento via 

semisseca, Pichia anomala, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces bayanus, 

Saccharomyces sp. e Torulaspora delbrueckii foram detectadas (VILELA et al., 2010). No 

processamento via seca de café, estudos relatam a presença das espécies Debaromyces 

hansenii, Pichia guilliermondii, P. ofunaensis e Arxula adeninivorans (SILVA et al., 2000, 

2008).  

Quanto aos métodos de detecção, as leveduras Hanseniaspora uvarum, 

Kluyveromyces marxianus, Candida pseudointermedia, Issatchenkia orientalis, Pichia 

ohmeri, Torulaspora delbrueckii, S. cerevisiae e Candida xestobii foram identificadas por 
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PCR-DGGE, no entanto, apesar da identificação molecular, S. cerevisiae e C. xestobii não 

foram isoladas (MASOUD et al., 2004), reforçando a desvantagem e a subestimação da 

diversidade avaliada apenas pelo isolamento e contagem de células.  

Por outro lado, os fungos filamentosos estão presentes em menor quantidade.  

Entretanto, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium, Fusarium, foram relatados e isolados do 

processamento de café (BATISTA et al., 2003, 2009, SILVA et al., 2000, 2008; VILELA et 

al., 2010). Podem auxiliar na quebra na mucilagem devido a enzimas pectinoliticas. 

Entretanto, a presença de fungos filamentosos está associada a contaminações por 

micotoxinas, como por exemplo, a ocratoxina A (OTA) (BATISTA et al., 2009).  
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4.3 AÇÃO DA MICROBIOTA NO PROCESSAMENTO DE CAFÉ 

 

 

A hidrólise da pectina pode facilitar a remoção da mucilagem durante o processo de 

fermentação e é obtida pela ação sinérgica de pectinases, incluindo a pectinametilesterase, 

endo e exopoligalacturonase, pectato liase e pectina liase. A presença de microrganismos com 

ação pectinolítica, como por exemplo, Erwinia dissolvens, Aerobacter sp.e Escherichia sp. 

foram relatadas em fermentações de café (FRANK; LUM; DELACRUZ, 1965; VAUGHN et 

al., 1958). A acidificação do processo fermentativo também pode auxiliar na remoção da 

mucilagem pela hidrólise da pectina (AVALLONE et al., 2001b).  

A qualidade de uma bebida de café está intimamente relacionada às suas 

propriedades sensoriais, como a percepção de aroma e sabor. Durante a fermentação da polpa 

do grão de café,  a quebra da pectina e o consumo de carboidratos e aminoácidos pode levar à 

formação de precursores aromáticos que atuam no sabor da bebida final (PEREIRA et al., 

2019). O perfil aromático do café é composto por ácidos orgânicos, aldeídos (hexanal, 

heptanal, acetaldeído), ésteres (acetato de etila, acetato de isoamila, hexanoato de etila), 

furanos, álcoois superior (álcool isoamílico, álcool isobutílico, 1- octen-3-ol, 1-pentanol), 

hidrocarbonetos (tolueno), cetonas (acetoína, 2-butanona, diacetil), fenóis (guaiacol), 

pirazinas, piridinas, pirroles, compostos de enxofre e terpenos (LEE et al., 2015). A formação 

de compostos orgânicos voláteis e a produção de precursores de aromas em fermentações de 

café estão associados principalmente ao metabolismo de leveduras. Porém, o perfil aromático 

dos grãos fermentados é alterado pela etapa de torrefação devido a exposição dos precursores 

à elevadas temperaturas. A presença de leveduras dos gêneros Pichia, Saccharomyces e 

Candida estão associadas a presença de compostos aromáticos que conferem notas frutais ao 

café, como o acetaldeído, acetato de hexila, acetato de isobutila, acetato de etila, acetato de 

isoamila, hexanal, 1-octanol, 2-metil-1-butanol, furfural, 2-feniletanol, 1,2-propanodiol, 

álcool furfurílico, guaiacol, 3-metilbutanol, linalol, 1,3-butanodiol e 1-pentanol (PEREIRA et 

al., 2014; RIBEIRO et al., 2017; SILVA et al., 2013). O impacto das bactérias na formação de 

aroma ainda está sob avaliação. No entanto, cepas selecionadas de L. plantarum e L. 

paracasei spp. paracasei influenciou na concentração final de propionato de etila e acetato de 

etila encontrados nas fermentações de café. Entretanto, estas moléculas não foram detectadas 

após a torrefação dos grãos (PEREIRA et al., 2016). 
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4.4 CULTURAS INICIADORAS 

 

 

As culturas iniciadoras são utilizadas para iniciar processos fermentativos a fim de 

aumentar a eficiência e/ou acelerar uma fermentação, tendo em vista a seleção de 

microrganismos para cada processo e objetivo específicos. Para isto, a cultura iniciadora se 

caracteriza como um inóculo inicial contendo um grande número de microrganismos 

selecionados (HOLZAPFEL, 1997). As culturas iniciadoras são amplamente empregadas na 

indústria alimentícia, utilizadas para garantir a segurança e padronização em fermentações 

alcoólicas (vinho, cerveja, tequila, cachaça, sake, spirits), fermentações lácteas (queijo, 

iogurte, picles, sauerkraut, kimchi, salames), e em fermentações a base de soja na produção de 

missô e shoyu. Os microrganismos selecionados como culturas iniciadoras devem apresentar 

características como: adaptar-se à matéria-prima e ao processo fermentativo, melhorar a 

qualidade do produto, estender o tempo de prateleira, reduzir o tempo de processamento, 

inibir o crescimento de microrganismos patogênicos. Finalmente, culturas iniciadoras devem 

apresentar estabilidade e segurança para sua aplicação na produção de alimentos 

(EVANGELISTA et al., 2014a; HOLZAPFEL, 1997; TALON et al., 2008). 

Na indústria cafeeira, devido à crescente demanda em se produzir grãos de qualidade 

com características organolépticas únicas, o processo fermentativo tem se tornado uma prática 

cada vez mais presente. Neste intuito, a aplicação de culturas iniciadoras em fermentações de 

café tem sido desenvolvidas nos últimos anos como forma de padronizar o processo de 

fermentação e melhorar a qualidade da bebida de café (RIBEIRO et al., 2017; SILVA et al., 

2013).  Dentre os critérios de seleção de culturas iniciadoras para a produção de café incluem-

se a capacidade de crescer e dominar dentre os microrganismos naturais, produzir enzimas 

pectinolíticas para facilitar o processo de remoção da mucilagem, produzir metabólitos que 

possam conferir notas sensoriais distintas, como ácidos orgânicos, ésteres, álcoois superiores, 

e/ou inibam o crescimento de microrganismos indesejáveis (DE VUYST; WECKX, 2016; 

PEREIRA et al., 2012, 2016, 2017). 

Na literatura, a implementação de culturas iniciadoras em fermentações de café ainda 

é restrita e requer aprofundamento. A seleção de leveduras tem tido como foco aquelas que 

apresentam baixa produção de etanol e alta produção de compostos com alto teor aromático, 

como o acetaldeído, acetato de etila e acetato de isoamila (BRESSANI et al., 2018; PEREIRA 

et al., 2014; RIBEIRO et al., 2017). Dentre a seleção de bactérias, o grupo das BAL mostram-
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se promissoras tendo em vista a rápida produção de ácido láctico que é utilizado para acelerar 

o processo fermentativo (PEREIRA et al., 2016). 

Os microrganismos utilizados no desenvolvimento de culturas iniciadoras são 

isolados no próprio processamento do café. No processamento via úmida, a levedura Pichia 

fermentans YC5.2 foi isolada e selecionada devido sua capacidade de crescer sob condições 

de estresse e pela detecção da produção de compostos voláteis (PEREIRA et al., 2014). Em 

estudo posterior, a cepa selecionada foi inoculada em no processamento pós-colheita de café 

conduzida em fazenda (Lavras), gerando uma bebida final com sabor distinto de elevada 

qualidade sensorial (PEREIRA et al., 2015). Em processamento via seca e semisseca, as cepas 

Saccharomyces cerevisiae, Pichia guilliermondii e Candida parapsilosis foram isoladas e 

apresentaram potencial na produção de enzimans, como a pectina liase, e na produção de 

compostos aromáticos (EVANGELISTA et al., 2014; SILVA et al., 2013). 

Além disso, existem relatos do uso de culturas comerciais em fermentações de café. 

A cultura iniciadora de Rhizopus oligosporus é utilizada para a produção de tempê por 

apresentar uma vasta gama de enzimas extracelulares, como proteases, xilanase, 

poligalacturonase, celulase, arabinase, β-D-glicosidase e α-D-galactosidade. Estas enzimas 

podem alterar a composição dos precursores aromáticos presentes nos grãos de café, com isso, 

a inoculação de R. oligosporus resultou na degradação dos ácidos ferúlico e cafeico e em um 

aumento na concentração de fenóis totais. Além disso, a atividade proteolítica aumenta a 

concentração total de aminoácidos, que poderão ser utilizados como precursores na formação 

de compostos aromáticos durante a etapa de torrefação (LEE et al., 2016). Já a cultura 

iniciadora de Yarrowia lipolytica, conhecida por sua atividade proteolítica e lipolítica, 

selecionada para melhorar a textura de produtos lácteos, foi testada em fermentação de café 

verde para avaliar a geração de compostos aromáticos, onde foi relatada uma alteração nos 

precursores aromáticos, como um aumento na concentração de 2-feniletanol e redução no 

conteúdo de ácidos, alcanos e aldeídos (LEE et al., 2017). 

Dentre as BAL, Lactobacillus plantarum, previamente isolada de frutos de café, 

apresentou expressiva produção de ácido lático e de compostos aromáticos, o que resultou na 

promoção do domínio de BAL e reduziu o tempo de fermentação (PEREIRA et al., 2016). Já 

a espécie L. rhamososus, quando inoculada em fermentações de café, apresentou influência no 

perfil aromático ao produzir diacetil e acetoína (WANG et al., 2018). 
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CAPÍTULO II – PRIMEIRA DESCRIÇÃO DO MICROBIOMA PRESENTE NA 
FERMENTAÇÃO DOS GRÃOS DE CAFÉ EM BUESACO (COLÔMBIA) BASEADO 
NO SEQUENCIAMENTO ILLUMINA 

 
 
1 INTRODUÇÃO 

 

 

Embora o café seja nativo da África, especificamente nas terras altas da Etiópia, foi 

introduzido nas Américas no final do século XVIII (GRIGG, 2002; PEREIRA et al., 2015b). 

Atualmente, países da América Central e do Sul se destacam por suas exportações de café, 

incluindo o Brasil, Colômbia, Peru, Guatemala, Honduras e México. A Colômbia é o terceiro 

maior produtor de café do mundo, seguido por Brasil e Vietnã (INTERNATIONAL COFFEE 

ORGANIZATION (ICO), 2018). O café Colombiano é proveniente quase exclusivamente de 

cultivares arábica e é considerado um dos cafés de melhor qualidade do mundo. Isso se deve 

principalmente as características onde os cafeeiros são cultivados, como o solo vulcânico rico 

em minerais, chuvas anuais abundantes (200 mm em média por mês) e elevada altitude (1.800 

a 2.000 m) (LARA-ESTRADA; VAAST, 2007). 

No mercado internacional, o café é classificado em duas categorias principais de 

acordo com o método de processamento pós-colheita utilizado: “café natural”, produzido a 

partir de grãos de café processados na fazenda pelo método simples de secagem ao sol, 

conhecido como processamento via seca; e “café lavado”, produzido a partir de grãos de café 

que passam por uma série relativamente complexa de etapas, incluindo a remoção da polpa, 

fermentação e secagem ao sol, conhecido como processamento via úmida (BRANDO; 

BRANDO, 2014). A chuva abundante e as temperaturas quentes nas regiões da Colômbia, 

onde o café é cultivado, causam uma fermentação imediata e indesejável após a colheita dos 

frutos (PEREIRA et al., 2015b). A maneira mais prática de se evitar essa fermentação 

indesejada é o método de processamento via úmida, pelo qual a fermentação pode ser 

controlada em termos de tempo, temperatura, troca de água; o desenvolvimento espontâneo de 

microrganismos pode ser melhor gerenciado para minimizar quaisquer impactos adversos 

sobre a qualidade do café (BRANDO; BRANDO, 2014). 

Devido à qualidade elevada do “café lavado” produzido na Colômbia, atualmente, 

este processo de fermentação tem ganhado interesse mundial (LEE et al., 2015; PEREIRA et 

al., 2019). Países como o Brasil, Guatemala, Honduras e Equador exportam anualmente 

toneladas de grãos de café classificados como "café lavado". Assim, estudos têm sido 
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dedicados a desvendar a diversidade microbiana e as mudanças químicas envolvidas durante a 

fermentação espontânea de café de diferentes regiões produtoras (AVALLONE et al., 2001; 

MASOUD et al., 2004; PEREIRA et al., 2014). Estudos recentes de metagenômica 

evidenciaram a rica diversidade microbiana, que compreende mais de 80 gêneros, em 

fermentações de café conduzidas no Brasil e no Equador (DE BRUYN et al., 2017; 

CARVALHO; PEREIRA; SOCCOL, 2018). A complexa atividade microbiana produz etanol, 

ácido lático e uma série de compostos em menor quantidade, como ésteres, álcoois superiores, 

aldeídos e cetonas, que podem se difundir para dentro dos grãos e impactar a composição 

química final da bebida do café (EVANGELISTA et al., 2014; LEE et al., 2016, 2017; 

PEREIRA et al., 2015a; PEREIRA; SOCCOL; SOCCOL, 2016). 

O objetivo do presente estudo é detectar a diversidade microbiana e a composição 

química dos grãos durante a fermentação espontânea de café realizada na Colômbia. Para isto, 

amostras foram retiradas durante a fermentação e submetidas as cromatografias gasosa e 

líquida, para avaliação da composição química, e a composição microbiana descrita pelo 

sequenciamento em plataforma Illumina. 



41 
 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
FIGURA 1 – DELINEAMENTO METODOLÓGICO 

 
 

 

2.1 FERMENTAÇÃO 

 

 

As amostras da fermentação de grãos de café foram coletadas de uma fazenda de 

café localizada em Buesaco, Nariño, Colômbia (1°23′05”N, 77°09′23”W). A fazenda está a 

1.959m de altitude e produz café pelo método de via úmida, de acordo com práticas 

tradicionais de fermentação na Colômbia. 10 kg de café recém colhidos (Coffea arabica L.) 

foram despolpados mecanicamente, colocados em tanques, e cobertos por aproximadamente 4 

L de água. Amostras de 10 mL da fração líquida e dos grãos de café foram coletadas em 

triplicata nos tempos 0, 6, 12, 18, 24, 36 e 48 h. As amostras foram congeladas (-20ºC) em 

tubos falcon esterilizados para análise posterior. 
FIGURA 2 – CIDADE DE BUESACO 

 
FONTE: (TRIP-SUGGEST, [s.d.]) 
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2.2 IDENTIFICAÇÃO DO MICROBIOMA PRESENTE NA FERMENTAÇÃO DE CAFÉ 

COLOMBIANO 

 

 

2.2.1 Extração total de DNA 

 

 

 Amostras de 1 mL da fração líquida da polpa fermentada de grãos de café a 0, 6, 12, 

18, 24, 36, 48 h foram utilizadas para a extração total de DNA. As amostras foram 

centrifugadas (12.000×g, 1 min) e o sobrenadante removido. Os pellets foram suspensos em 

500 μL de Tris-EDTA, homogeneizados com 10 μL de solução de lisozima (Sigma-Aldrich, 

Arklow, Irlanda) e incubados a 30ºC durante 60 min. Em seguida, 50 μL de SDS 10% (p/v) e 

10 μL de solução de proteinase K (Sigma-Aldrich) foram adicionados, seguido de 

homogeneização e incubação a 60°C por 60 min. Um volume de 150 μL de fenol/clorofórmio 

(25:24; Sigma-Aldrich) foi adicionado, homogeneizado por inversão e centrifugado 

(12.000×g, 5 min). Finalmente, o sobrenadante foi removido e o DNA precipitado com etanol 

absoluto (Sigma-Aldrich). Os pellets foram lavados com etanol a 80%, secos e ressuspensos 

em água ultrapura Mili-Q® (Merck, Darmstadt, Alemanha). A qualidade do DNA extraído foi 

verificada em gel de agarose a 0.8% (p/v) e quantificada com o espectrofotômetro Nanodrop 

2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).  

 

 

2.2.2 Sequenciamento em plataforma Illumina 

 

 

20 ng do DNA extraído, contendo adaptadores complementares para a plataforma 

Illumina (CAPORASO et al., 2012), foram amplificados utilizando primers degenerados para 

a região hipervariável V4 (515F e 806R) de procariotos e a região ITS1 (1737F e 2043R) para 

eucariotos. As condições de PCR para a geração de amplicons marcados foram as seguintes: 

desnaturação inicial a 95°C por 3 min; seguido por 18 ciclos de desnaturação a 95°C durante 

30 s; anelamento a 50°C; extensão a 68°C por 60 s, e uma fase de extensão final a 68°C por 

10min. Os produtos de PCR foram quantificados utilizando o kit Qubit dsDNA HS (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). As sequências obtidas foram analisadas usando os parâmetros padrão do 

software QIIME (Quantitative Insights em Microbial Ecology), versão 1.9.0 (CAPORASO et 
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al., 2010). Leituras de baixa qualidade, sequências curtas (<100 pb) e sequências contendo 

mais de uma base ambígua (N) foram removidas. Em seguida, as leituras de alta qualidade 

obtidas foram alinhadas pelo método UCLUST (EDGAR, 2010), considerando uma 

similaridade acima de 97% entre as sequências com a mesma unidade taxonômica operacional 

(OUT) de acordo com o banco de dados SILVA (QUAST et al., 2013). 

 

 

2.3 ANÁLISES QUÍMICAS  

 

 

2.3.1 Principais moléculas quantificadas por cromatografia líquida de alta performance 

(CLAE) e cromatografia gasosa (GC) 

 

 

A cada 6 h, a concentração de açúcares (glicose e frutose), ácidos orgânicos (ácidos 

cítrico, lático, acético e succínico) e etanol da fração líquida da fermentação foi determinada 

por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) segundo a metodologia de Carvalho Neto 

et al. (2017). Amostras de 1 mL do fermentado (fração líquida) foram centrifugadas a 

6.000×g (modelo A14; Jouan SA, Saint-Herblain, França). Em seguida, o sobrenadante foi 

diluído na proporção de 1:5 com água destilada e filtrado utilizando filtro com poro de 0.22 

μm (Filtrilo, Colombo, Brasil). As amostras filtradas foram injetadas no sistema de 

cromatografia líquida equipado com uma coluna Hi‐Plex H (300×7.7 mm; Agilent, Santa 

Clara, EUA) e detector de índice de refração (RI) (modelo HPG1362A; Hewlett-Packard 

Company, São Paulo, Brasil). A coluna foi eluída em modo isocrático com fase móvel de 5 

mM de H2SO4 a 60°C a taxa de vazão de 0.6 mL min-1. 

As amostras de 5 mL da polpa do café em fermentação (fração líquida) com adição 

de NaCl a 5% (p/v) foram dispostas em frascos vials de headspace (20 mL). Para atingir um 

equilíbrio de headspace, as amostras foram aquecidas (65°C) e agitadas (150 rpm) em 

agitador magnético (IKA®, Campinas, Brasil) por 10 min. Os voláteis presentes no 

headspace foram extraídos manualmente com uma seringa de 1.0 mL (Hamilton®, Reno, NV, 

EUA) e injetados em cromatógrafo a gasoso (GC) (Shimadzu modelo 17A, Tóquio, Japão) 

equipado com coluna HP-5 (30 m x 0.32 mm x 0.25 m). As condições de trabalho no GC 

foram: temperatura entre 40 a 150°C (taxa de variação de 20°C/min), temperatura do injetor e 

detector a 250°C. O nitrogênio foi o gás carreador utilizado a uma vazão de 1.5 mL min-1, 
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pressão de coluna de 50kPa e razão de divisão de 1:5. Os compostos voláteis foram 

identificados comparando os tempos de retenção com os padrões. Para quantificação, soluções 

padrão de etanol foram preparadas em diferentes concentrações (1, 10, 20, 50, 100 e 1000 

μmol/L) e utilizadas para construir uma curva de calibração. A quantificação de compostos 

voláteis foi expressa como equivalente a etanol. 

 

 

2.3.2 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) 

 

 

Compostos presentes em menor concentração foram identificados em cromatógrafo 

gasoso acoplado a espectrofotometria de massa. Os compostos voláteis presentes na fração 

líquida da polpa fermentada de café foram extraídos e concentrados por microextração por 

fase sólida, utilizando uma fibra de divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano 

(DVB/CAR/PDMS) (Supelco Co., Bellefonte, PA, EUA) e injetados em cromatógrafo a gás 

acoplado a espectrofotometria de massa (GCMS2010 Plus, TQ8040, AO 5000; Shimadzu, 

Tóquio, Japão). 2 mL de amostra foram diluídos razão de 1:1 com água destilada, no qual 

foram adicionados 5% de NaCl (p/v) e dispostos em vials de headspace (20 mL). A fibra de 

SPME foi exposta ao headspace durante 30 min a 60°C para a adsorção dos voláteis. Os 

compostos foram dessorvidos termicamente no cromatógrafo gasoso a uma temperatura de 

260ºC. O GC foi equipado com uma coluna capilar (modelo SH-Rtx-5MS; 30 

m×0.25mm×0.25 μm). A temperatura da coluna foi mantida a 60°C, injeção a 260°C e o 

detector a 250°C. O gás carreador utilizado foi o hélio, a uma taxa de fluxo de 1 mL min-1, a 

pressão da coluna em 57.4kPa e razão de divisão de 1:20.  O intervalo de espectrofotometria 

de massa foi de 30 a 250 (m/z), e a temperatura de fonte iônica a 250°C. Os voláteis foram 

identificados comparando cada espectro de massa com os espectros de compostos autênticos 

ou com espectros em bibliotecas de referência padrão (NIST, 2018). A abundância relativa de 

cada composto volátil presente no headspace foi apresentada como a área do pico por 105. 
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2.3.3 Composição química dos grãos de café 

 

 

A composição dos grãos frescos e dos grãos fermentados foram avaliadas. Os grãos 

de café foram secos a 45 °C durante 72 h em estufa de secagem com troca de ar (Thoth, 

Piracicaba, Brasil) até atingir umidade relativa de 11%. Em seguida, os grãos foram moídos 

utilizando moedor de café elétrico. Os grãos de café moídos e secos foram analisados por 

CLAE e GC-MS de acordo com os procedimentos descritos nas seções 2.3.1 e 2.3.2. Para 

análise de CLAE, a extração a frio foi realizada previamente adicionando-se 0.2 g de grãos 

moídos em 1 mL de água destilada. As amostras foram agitadas em vortex, centrifugadas, 

filtradas utilizando filtro de poro de 0.22 μm (Filtrilo, Colombo, Brasil) e injetadas no sistema 

de CLAE. 

 

 

2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

A significância estatística foi calculada utilizando o teste de Duncan. As análises 

foram realizadas no programa SAS, versão 7.0 (Statistical Analysis System, Cary, NC, USA). 

O nível de significância foi estabelecido <0.05. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 DIVERSIDADE E SUCESSÃO DOS MICRORGANISMOS ASSOCIADOS À 

FERMENTAÇÃO DE CAFÉ COLOMBIANO 

 

 

3.1.1 Procariotos 

 

 

Após o sequenciamento das amostras, foram obtidos um total de 297.126 e 129.126 

sequências de gene 16S e gene ITS do rRNA de bactérias e fungos, respectivamente, de 

tamanho médio de 300 pares de base (pb). As curvas de rarefação alfa de cada análise 

temporal sugerem que a maior parte da diversidade microbiana foi contemplada (ANEXO 1). 

As sequências corresponderam a 173 gêneros microbianos diferentes após busca no banco de 

dados SILVA. A lista completa de bactérias e fungos no nível de gênero está apresentada no 

material em ANEXO 2. Este resultado representa uma diversidade maior que a encontrada nas 

fermentações de café realizadas no Brasil e no Equador, utilizando a abordagem 

metagenômica baseada em Illumina (CARVALHO NETO et al., 2018b; DE BRUYN et al., 

2017). Quanto maior a diversidade de microrganismos que participarem de uma comunidade, 

mais complexas serão as interações entre eles. Assim, sugere-se que interações complexas 

ocorrem durante o processo de fermentação do café Colombiano. Como em outros modelos 

de fermentação já descritos, as interações microbianas podem ocorrer entre leveduras-

bactérias, bactérias-bactérias e leveduras-leveduras, e também interações de fungos 

filamentosos com outras espécies (FLEET, 2003; VILJOEN, [s.d.]).  

Neste estudo, o gênero Leuconostoc (procariotos) e a espécie Pichia nakasei 

(eucariotos), foram detectados como dominantes durante o processo de fermentação 

(FIGURAS 3 e 4). As sequências menos encontradas são comumente associadas a grupos 

microbianos provenientes do solo (Rhizobium, Methylobacterium, Pseudomonas, Bacillus, 

Burkholderia, Agrobacterium, Azospirilum, Streptomyces, Planctomyces e 

Phenylobacterium), da fonte de água utilizada na fermentação (Acinetobacter e 

Polaromonas), do ar que envolve o tanque de fermentação (Pedobacter, Stenotrophomonas, 

Sphingomonas e Microbacterium), aves e animais domésticos (Enterobacter, Micrococcus, 

Bacillus, Turicibacter, Corynebacterium e Brevibacterium), insetos (Acetobacter, 
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Gluconobacter, Gluconacetobacter, Luteimonas e Alcaligenaceae) e do contato humano 

(Sphingobium, Corynebacterium, Malassezia, Candida, Tremellaceae, Enterococcus, 

Paracoccus e Caulobacteraceae) (MALCATA, 2000; QIN et al., 2006; LIU et al., 2009; 

ANDERSON et al., 2012; FINDLEY et al., 2013; DAHL; TAVARIA; DOUGLAS, 2015; 

GUEULE et al., 2015; LAKSHMANAN; SELVARAJ; BAIS, 2014; KREISINGER et al., 

2015; BROWN; WERNEGREEN, 2016; RENGANATH RAO et al., 2017), dos quais 54 

gêneros foram relatados pela primeira vez no processo de fermentação do café (ANEXO 2). 

Estes grupos microbianos apresentam uma notável diversidade fenotípica que inclui a 

produção de compostos aromáticos, enzimas e ácidos orgânicos (LIU et al., 2009; 

RENGANATH RAO et al., 2017). Embora estejam presentes em baixas proporções, essa 

ampla diversidade indica uma atividade microbiana específica da região geográfica, e pode 

participar na formação dos aromas que podem contribuir para o melhor entendimento do 

terroir do café Colombiano. Além disso, esse ecossistema complexo pode ser utilizado como 

fonte de diversidade microbiana para a descoberta de bioprodutos de interesse biotecnológico, 

como de antibióticos, pigmentos e aminoácidos. Possuem também potencial para 

biorremediação de locais contaminados por corantes e hidrocarbonetos e acúmulo de 

nanopartículas de prata (ANEXO 3). A distribuição dos grupos bacterianos que apresentam 

relativa abundância maior que 0.1% nas amostras temporais são apresentadas na FIGURA 

3A.  

O início do processo de fermentação foi caracterizado pela alta prevalência de 

bactérias do ácido lático (BAL) e bactérias pertencentes às famílias Enterobacteraceae e 

Acetobacteraceae. A família Enterobacteriaceae foi representada pelos gêneros Erwinia, 

Klebsiella, Pantoea, Serratia, Enterobacter e Citrobacter, enquanto os gêneros 

Gluconobacter, Acetobacter, Gluconacetobacter, Roseomonas e Roseococcus representaram a 

família Acetobacteraceae (ANEXO 2). A família Enterobacteraceae está principalmente 

associada ao contato humano e à formação de metabólitos que conferem off-flavors, como 3-

isopropil-2-metoxi-5-metilpirazina, 2,3-butanodiol e ácido butírico (DAHL; TAVARIA; 

MALCATA, 2000; QIN et al., 2006; GUEULE et al., 2015). As bactérias da família 

Acetobacteraceae são comumente descritas em relação comensal e simbiótica com insetos que 

consomem grandes concentrações de açúcar, como abelhas, mosca de fruta e formigas 

(BROWN; WERNEGREEN, 2016). Como a polpa do grão de café apresenta alto teor de 

açúcar, as Acetobacteraceae podem surgir em locais de fermentação utilizando os insetos 

como vetores de dispersão (DOUGLAS, 2015). O principal metabólito produzido pelos 

membros da família Acetobacteraceae é o ácido acético, um ácido orgânico volátil que pode 
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diminuir significativamente a qualidade da bebida do café quando encontrado em 

concentrações superiores a 1 g/L (PEREIRA et al., 2016a). No entanto, os membros das 

famílias Acetobacteraceae e Enterobacteraceae diminuíram drasticamente após 12 h de 

fermentação, sendo sobrepostos por BAL (FIGURA 3A). 

Dentro do grupo de BAL, Leuconostoc mostrou-se dominante durante todo o 

processo, atingindo um pico de prevalência de 84% observado em 24 h (FIGURA 3A). 

Leuconostoc também foi o gênero dominante nas fermentações de café no Brasil, México, 

Equador, Taiwan e Índia (AVALLONE et al., 2001; CARVALHO NETO et al., 2018b; DE 

BRUYN et al., 2017; LEONG et al., 2014; VELMOUROUGANE, 2013). Isto sugere que 

Leuconostoc é um grupo fundamental e bem adaptada à fermentação de grãos de café em todo 

o mundo. Além disso, BAL pertencentes às famílias Streptococcaceae (Lactococcus) e 

Lactobacillaceae (Lactobacillus e Pediococcus) foram detectadas durante as fases de 

fermentação inicial e final, respectivamente (FIGURA 3A). A presença e dominância de BAL 

indica que esses microrganismos estão adaptados às condições ambientais e aos fatores de 

estresse que a fermentação do café estabelece, como baixo pH, disponibilidade de açúcares e 

competição com outros microrganismos (PEREIRA et al., 2016a). Essas bactérias produtoras 

de ácido láctico contribuem para o processo de remoção da mucilagem do café e na inibição 

do crescimento de patógenos, microrganismos deteriorantes e fungos produtores de toxinas 

(AVALLONE et al., 2002; DJOSSOU et al., 2011; LEONG et al., 2014; PEREIRA et al., 

2016a).  

Outros membros de BAL encontrados em baixas proporções neste estudo, como 

Weissella e Fructobacillus, foram relatados com presença significativa nas fermentações de 

café do Brasil e do México (AVALLONE et al., 2001; CARVALHO NETO et al., 2018a). 

Estes gêneros de LAB possuem metabolismo específico, como melhor consumo de frutose e 

produção de polissacarídeos extracelulares, o que pode induzir em alterações no processo de 

fermentação Colombiano (ENDO; DICKS, 2014; NDAGANO et al., 2011). Estudos 

posteriores são necessários para a comparação da diversidade e atividade microbiana presente 

em diferentes regiões produtoras de café. 
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3.1.2 Eucariotos 

 

 

Dentre os eucariotos, Pichia nakasei foi a levedura dominante, seguido de 

Candida sp., Dipodascus tetrasporeus e Malassezia sp. (FIGURA 4). Pichia tem sido 

reportada como uma levedura dominante em fermentações de café conduzidas no Brasil, 

Tanzânia e China (FENG et al., 2016; MASOUD et al., 2004; PEREIRA et al., 2014; 

SILVA et al., 2008), entretanto, este é o primeiro estudo a relatar a dominância da 

espécie P. nakasei. Esta espécie foi isolada de frutas ou de produtos de frutas e é 

classificada no mesmo clade que P. kluyveri (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 

2011). 

Outros grupos foram encontrados em momentos específicos do processo de 

fermentação, incluindo Schwanniomyces, Bensingtonia, Candida vanderwaltii, 

Martiniozyma asiatica, Physciceae, Tremellaceae e Lobulomycetales (FIGURA 4). 

Como a fermentação do café ocorreu em tanque aberto, o processo está suscetível a 

contaminações por contato humano, ar, insetos e folhas de plantas (GUÉHO et al., 

1998; TAKASHIMA; SUH; NAKASE, 1995). Além disso, algumas leveduras 

extremófilas, como Dipodascus tetrasporeus e Lobulomycetales, foram relatadas pela 

primeira vez no processo de fermentação de café. Essas espécies de levedura são 

geralmente associadas aos sedimentos do Oceano Pacífico e sedimentos sub glaciais das 

Montanhas Andinas (FREEMAN et al., 2009; NAGAHAMA et al., 2008; SIMMONS et 

al., 2009). A fazenda de café onde ocorreu a fermentação deste estudo está localizada a 

161 km da região costeira colombiana, o que pode facilitar a migração dessas espécies 

para o ambiente de fermentação. 
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3.2 ANÁLISES QUÍMICAS 

 

 

3.2.1 Principais metabólitos encontrados na fração líquida da fermentação da polpa do 

café Colombiano  

 

 

As alterações nos principais metabólitos foram quantificadas no decorrer do 

tempo de fermentação (FIGURA 5). A composição inicial da polpa de café colombiana 

foi de 0.82 g/L de glicose, 1.16 g/L de frutose, 0.20 g/L de ácido láctico, pH 5.2 e 5.3° 

Brix. Tanto a concentração de açúcares quanto grau Brix apresentaram um aumento 

durante as primeiras 12 h de fermentação (FIGURA 5A e B). Esta variação pode ser 

resultado da ação de enzimas hidrolíticas produzidas pelo metabolismo microbiano, a 

qual promove a quebra da pectina, celulose, sacarose e outros carboidratos complexos 

presentes na polpa de café, liberando monômeros de glicose e frutose (AVALLONE et 

al., 2001; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2011). Após este aumento, tanto a glicose 

quanto a frutose foram parcialmente consumidas até 18 h, seguidas de uma estabilização 

da concentração até o final do processo fermentativo. Um teor residual de 0.98 e 1.52 

g/L de glicose e frutose foi observado, respectivamente. A presença de açúcares 

residuais é uma característica comum em fermentações espontâneas de café, como 

observado anteriormente no Brasil, Equador, Índia e México (AVALLONE et al., 2001; 

CARVALHO NETO et al., 2017; DE BRUYN et al., 2017; VELMOUROUGANE et 

al., 2008). 

Não foram observadas alterações significativas nas concentrações de etanol, 

ácido cítrico, ácido acético e ácido succínico (FIGURA 5D). Por outro lado, o ácido 

láctico mostrou um aumento significativo, atingindo a concentração máxima de 0.37 

g/L ao final da fermentação, influenciando a diminuição do pH de 5.2 para 4.2 

(FIGURA 5B). O aumento gradual na concentração de ácido láctico está correlacionado 

com o crescimento de BAL reportadas pela metagenômica, que geralmente têm o ácido 

láctico como o principal metabólito gerado (ENDO; DICKS, 2014). O ácido lático é um 

metabólito importante associado à fermentação de café, pois auxilia no processo de 

acidificação da polpa do café sem interferir na qualidade do produto final (AVALLONE 

et al., 2002; CARVALHO NETO et al., 2018a; KUHL et al., 2017; PEREIRA et al., 

2016b; WANG et al., 2018) 
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Os principais voláteis quantificados por GC foram o acetaldeído, acetato de 

etila e acetato de hexila (FIGURA 5C). Dentre estes, o acetaldeído apresentou maior 

variação durante a fermentação, variando de 0.99 a 3.33 μmol/L, representando um 

aumento relativo de 3.36x o valor inicial. O acetaldeído é produzido majoritariamente 

por leveduras do gênero Pichia, que possuem baixa atividade da enzima álcool 

desidrogenase, responsável pela conversão do acetaldeído em etanol (CIANI; 

FERRARO; FATICHENTI, 2000). Este composto é reconhecido por contribuir para 

notas sensoriais frutadas em bebidas alcoólicas (MORENO et al., 2005). Entretanto, a 

relação entre o acetaldeído e a qualidade final do café ainda não é estabelecida. É 

possível especular que a difusão deste composto durante a fermentação possa ter uma 

função complementar no desenvolvimento de notas frutadas de cafés Colombianos. 

Estudos aprofundados sobre esta relação são necessários. 
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3.2.2 Metabólitos secundários encontrados na fração líquida da fermentação da polpa do 

café Colombiano 

 

 

Foram detectados 20 metabólitos voláteis por GC-MS, incluindo 5 ácidos 

orgânicos, 3 álcoois, 1 aldeído, 4 ésteres, 2 éteres, 1 furano, 2 hidrocarbonetos, 1 fenol e 

2 terpenos (TABELA 1). Os principais metabólitos encontrados no início do processo 

fermentativo foram o ácido 1,2-benzenodicarboxílico, o ácido 9,12-octadecadienóico e 

o 1-pentadecanal. No entanto, a concentração desses compostos foi reduzida 

significativamente ao longo da fermentação, possivelmente devido à evaporação ou 

utilizado como precursores nas vias de metabolismo microbiano (PEREIRA et al., 

2019). Por outro lado, o conteúdo de 1-hexanol, 2-heptanol, nonanal, acetato de 

isoamila, ácido 2,2,6-trimetiloctano, 2-hidroxi-benzóico, linalol e limoneno, que podem 

ter sido gerados a partir da atividade microbiana, aumentaram gradualmente ao decorrer 

do processo fermentativo. Neste sentido, as BAL e leveduras têm influência 

fundamental na geração de diferentes moléculas que influenciam o aroma através do 

metabolismo de carbono e nitrogênio (PEREIRA et al., 2019). Alguns grupos 

microbianos relatados neste estudo, incluindo Pichia nakasei, Candida sp., 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e Oenococcus, são caracterizados 

frequentemente como agentes fermentadores importantes na produção de vinho, queijo, 

iogurte, sourdough e cerveja devido à produção de compostos de baixa massa molecular 

que contribuem para a complexidade de sabor e aroma (ANNAN et al., 2003; BASSO; 

ALCARDE; PORTUGAL, 2016; KIERONCZYK et al., 2003; ROUTRAY; MISHRA, 

2011; SWIEGERS et al., 2005; VALLET et al., 2008). No entanto, mais estudos são 

necessários para avaliar o impacto direto destes compostos na qualidade final de café. 
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3.3 COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS GRÃOS DE CAFÉ 

 

 

A composição química dos grãos de café frescos (não fermentados) e dos grãos 

fermentados foi analisada por CLAE e GC-MS (TABELA 2). A constituição dos grãos 

de café Colombianos apresentou concentrações de 7.28 g/L de glicose, 5.26 g/L de 

frutose, 0.18 g/L de etanol e 2.76 g/L de ácidos orgânicos. A composição dos grãos de 

café permaneceu inalterada após o processo de fermentação e secagem. Isto sugere que 

a atividade microbiana e o processo de secagem não interferem na composição dos 

principais compostos presentes nos grãos de café. A concentração dos principais ácidos 

orgânicos e açúcares nos grãos de café fermentados são semelhantes às concentrações 

encontradas no Brasil e no Equador (CARVALHO NETO et al., 2018a; DE BRUYN et 

al., 2017) e são considerados precursores chave de moléculas que impactam a 

composição do café durante a torrefação (LEE et al., 2015). 

Um total de 15 voláteis foram detectados por GC-MS em grãos de café frescos 

(não fermentados) e fermentados, incluindo ácidos orgânicos, álcoois, aldeídos, alcanos, 

terpenos e aromáticos (TABELA 2). O ácido 3-metilbutanóico, benzaldeído, 

benzenoacetaldeído, 5-isobutilnonano e 4,6-dimetildodecano foram os compostos 

encontrados em altas concentrações em grãos de café frescos e fermentados. A maioria 

destes compostos aumentou significativamente após o processo de fermentação. Em 

particular, o aumento de aldeídos (como por exemplo, acetaldeído, benzaldeído, 

benzeneacetaldeído, nonanal, octanal) e 1-octen-3-ol pode ser atribuído à dominância de 

P. nakasei, Candida sp., Leuconostoc, Lactobacillus e Lactococcus. Como os 

compostos voláteis apresentam baixo threshold, sua incorporação na composição 

química dos grãos pode atribuir notas sensoriais florais, frutadas e cítricas desejáveis à 

bebida final. Por outro lado, alguns compostos, como o estireno e o limoneno, podem 

ter se originado devido à germinação das sementes durante a fermentação (PEREIRA et 

al., 2019; WATERS; ARENDT; MORONI, 2017). 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O processo de fermentação espontânea dos grãos de café Colombiano foi 

caracterizado pela dominância de Leuconostoc e Pichia nakasei. A atividade metabólica 

destes grupos microbianos resultou principalmente na produção de ácido lático e 

acetaldeído. Além disso, outros 170 grupos microbianos foram detectados, contribuindo 

para a formação de uma série de metabólitos. Neste estudo, 56 gêneros de fungos e 

bactérias foram relatados pela primeira vez em fermentações de café. Estes 

microrganismos estão associados principalmente ao ambiente e à migração de biomas 

próximos, indicando uma composição específica de nicho e associada ao metabolismo 

microbiano presente no processo de fermentação do café Colombiano. Os dados 

apresentados contribuem para uma melhor compreensão da composição microbiana e 

das perspectivas sobre sua aplicação no aprimoramento do processo de fermentação do 

café, como a produção de grãos de café de alta qualidade, seleção de grupos 

microbianos específicos para modulação de sabor e potenciais candidatos a marcadores 

biológicos do café Colombiano. 
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CAPÍTULO III – ISOLAMENTO E SELEÇÃO DE BACTÉRIAS ÁCIDO LÁCTICAS 

EM FERMENTAÇÃO DE CAFÉ 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

A fermentação dos grãos de café é um processo que ainda é realizado de maneira 

tradicional e rústica, conduzida por uma cultura mista de microrganismos, composta por 

leveduras e bactérias (SCHWAN; WHEALS, 2003). Por se tratar de um processo não 

controlado, os açúcares disponíveis na fermentação nem sempre são totalmente consumidos 

ao final do processo (CARVALHO NETO et al., 2017). Dado que a grande maioria dos 

microrganismos consome preferencialmente glicose à frutose, a concentração de frutose 

residual tende a ser consideravelmente maior. O açúcar residual pode trazer problemas para o 

produto final, pois a disponibilidade de substrato pode acarretar em fermentações 

indesejáveis, ou mesmo a contaminação por fungos filamentosos. 

Neste intuito, a aplicação de culturas iniciadoras possui o potencial em melhorar os 

processos fermentativos. As culturas iniciadoras são microrganismos que estão bem adaptados 

ao processo fermentativo, do qual são selecionados aqueles que possam dominar entre os 

microrganismos presentes, diminuindo o tempo de fermentação e/ou que possa adicionar 

benefícios sensoriais ao produto final (HOLZAPFEL, 2002; TAMIME, 2003). Os critérios de 

seleção podem variar para cada processo, visando selecionar microrganismos com 

características que possam contribuir positivamente no produto final. A aplicação de culturas 

iniciadoras na produção de café ainda representa um campo pouco explorado. Entretanto, já se 

tem relatos na seleção e aplicação de microrganismos para a produção de enzimas 

pectinolíticas, ácidos orgânicos, compostos aromáticos e precursores de aroma (LEE et al., 

2016, 2017a, PEREIRA et al., 2014, 2015, 2016; SILVA et al., 2013). 

As bactérias do ácido lático (BAL) são um grupo heterogêneo de bactérias 

amplamente utilizadas na produção de alimentos por apresentarem status GRAS (geralmente 

consideradas como seguras) pela FDA (Food and Drug Administration, EUA), sendo 

empregadas na produção de laticínios (iogurtes e queijos), vegetais fermentados (chucrute e 

picles), produtos cárneos (salame), pães (sourdough) e vinhos (fermentação malo-lática) 

(CENCI-GOGA et al., 2012; LUCIO et al., 2016; MILESI; MCSWEENEY; HYNES, 2008; 

OUATTARA et al., 2017; TERZIĆ-VIDOJEVIĆ et al., 2015; TORRIANI; FELIS; 
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FRACCHETTI, 2011; YILMAZ; GÖKMEN, 2017). Este grupo de bactérias também podem 

atuar no processo de produção de cacau bem como de café através da fermentação da camada 

mucilaginosa presente nestes frutos (PEREIRA et al., 2016; SCHWAN; WHEALS, 2004). 

Estudos recentes relatam que durante a fermentação de café, o grupo de bactérias ácido láticas 

é dominante (CARVALHO NETO et al., 2018; DE BRUYN et al., 2017). Além disso, as 

BAL possuem a habilidade de fermentar a frutose pela via glicolítica ou via fosfocetolase, 

porém, como a maioria dos microrganismos, preferem a glicose à frutose como fonte de 

carbono (HOLZAPFEL; WOOD, 2014). No entanto, pesquisas recentes conduzidas por Endo, 

Futagawa-Endo e Dicks (2009) resultou na descrição de um novo sub-grupo especial dentro 

do grupo de BAL, as bactérias ácido láticas frutofílicas. As espécies classificadas neste grupo 

apresentam características bioquímicas distintas, como a preferência pela frutose como fonte 

de carbono e a necessidade de um aceptor de elétrons, como piruvato ou oxigênio, em meio 

de cultivo com glicose (ENDO; FUTAGAWA-ENDO; DICKS, 2009; ENDO; OKADA, 

2008). O gênero Fructobacillus, reclassificado da família Leuconostocaceae, foi isolado a 

partir de ambientes ricos em frutose, tais como o trato gastrointestinal de abelhas, flores e 

superfície de frutos (ENDO et al., 2010; ENDO; FUTAGAWA-ENDO; DICKS, 2009; 

MAENO et al., 2016). Embora o número restrito de espécies isoladas, o gênero 

Fructobacillus já foi detectado através de métodos independentes de cultivo em fermentações 

de cacau e café (CARVALHO NETO et al., 2018; GARCIA-ARMISEN et al., 2010; 

LEFEBER et al., 2011). 

Visto que a fermentação de café apresenta concentração residual de frutose e que 

existe uma rica diversidade microbiana a ser explorada, o objetivo deste estudo é selecionar 

bactérias ácido láticas com capacidade em consumir a frutose em ensaio de fermentação de 

café realizado em laboratório. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 FERMENTAÇÃO DE CAFÉ EM BIORREATOR 

 

 

As cerejas de café foram colhidas de uma fazenda cafeeira do Cerrado Mineiro 

(Brasil) e armazenadas em freezer (-20 °C) até sua utilização no presente estudo. A 

fermentação do café foi realizada em laboratório (Cenbapar, Curitiba, Brasil) em biorreator 

agitado (Marubishi Modelo MDL, Tailândia) onde foram adicionados 1000 g de café (900 g 

despolpados manualmente e 100 g adicionados inteiros para suprir os microrganismos 

presentes na superfície do fruto) e cobertos com 1 L de água mineral estéril. A fermentação 

ocorreu por 30 h, a 30 °C e 3 vvm de aeração.  

 

 

2.2 ISOLAMENTO E CONTAGEM DE BACTÉRIAS 

 

 

Amostras temporais (0h, 6h, 12h, 24h e 30h) de 10 mL da fração líquida da 

fermentação foram retiradas em triplicata para contagem e isolamento das bactérias. Amostras 

foram diluídas em série com água peptonada a 0.1% (p/v) e inoculadas por espalhamento em 

meio ágar De Man, Rogosa Sharpe (MRS) (Kasvi, São José dos Pinhais, Brasil), para 

contagem total BAL, e ágar FYP, para a contagem e isolamento de bactérias do ácido láctico 

frutofílicas. O meio FYP foi adaptado de Endo, Futagawa-Endo e Dicks (2009) e segue a 

composição em (L-1): 12g de ágar, 10 g de D-frutose, 10 g de extrato de levedura, 5 g de 

peptona bacteriológica, 5 g de CaCO3, 2 g de acetato de sódio, 0.2 g de MgSO4 7H2O, 0.01 g 

MnSO4 4H2O, 0.01 g de FeSO4 7H2O, 0.01 g de NaCl, 2 mL de Tween® 80 e 2.2 mL de 

nistatina para inibir o crescimento de fungos. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C 

por 48 h. Após o crescimento e contagem, as colônias cultivadas em ágar FYP foram 

coletadas com base nas diferenças morfológicas observadas (tamanho da colônia, forma da 

margem, elevação), e pela formação da zona clareada ao redor das colônias indicando a 

hidrólise do CaCO3 pela liberação de ácidos orgânicos. As colônias foram purificadas por 

cultivos sucessivos em meio ágar FYP por esgotamento, e estocadas em meio FYP caldo 

contendo 20% de glicerol (v/v) em freezer (-20 °C). 
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FIGURA 1 – ESQUEMA GERAL DO ENSAIO. FERMENTAÇÃO EM BIORREATOR, AMOSTRAGEM, 
DILUIÇÃO E CULTIVO POR ESPALHAMENTO. 

 

 
Fonte: Autora (2018) 

 

 

 

2.3 AVALIAÇÃO DO CONSUMO DE FRUTOSE 

 

 

A capacidade de consumo de frutose foi determinada por em fermentação em caldo 

FYP (10 mL) em tubos de ensaio a 30 °C por 24 h. Os isolados foram previamente reativados 

em meio ágar FYP por 24 h a 30 °C. Uma colônia (aproximadamente 3 mm³) foi adicionada 

em 1 mL de água peptonada a 0.1% (p/v) até a turbidez 0.5 da escala McFarland que 

representa 1.5 × 108 UFC mL-1. Esta suspensão foi adicionada em 9 mL de FYP, em triplicata, 

e incubada a 30 °C por 24 h. A cada 6 h, 500 μL de amostra foram retirados para monitorar o 

consumo de frutose pelo ensaio do ácido 3,5-dinitrosalicíclico (DNS) utilizando o método 

descrito por Miller (1959). Para tanto, soluções de frutose de diferentes concentrações 

variando até a concentração final de 2 g/L foram preparadas para a elaboração da curva-

padrão.  

 

 

 

 

 

 



87 
 

 

2.4 IDENTIFICAÇÃO DE ISOLADOS 

 

 

2.4.1 Extração de DNA 

 

 

A extração do DNA foi realizada de acordo com o método fenol/clorofórmio 

modificado por Cheng e Jiang (2006). As bactérias foram reativadas em meio líquido (FYP) 

por 24 horas. Amostras de 1 mL de suspensão celular foram utilizadas para a extração total de 

DNA. As amostras foram centrifugadas (8000×g, 2 min) e o sobrenadante removido. Os 

pellets foram suspensos com de tampão Tris-EDTA (pH 8.0) e centrifugadas novamente 

(8000×g, 2 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em 200 μL de tampão TE. 

Em seguida, foram adicionados 100 μL de Tris-fenol saturado (pH 8.0), seguido por 

homogeneização em vortex. As amostras foram centrifugadas (13.000×g, 5 min, 4°C), onde 

160 μL do sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo. Foram adicionados 

40 μL de tampão TE e foram então misturados a 100 μL de clorofórmio. As amostras foram 

centrifugadas (5 min, 13.000×g, 4°C) e o lisado foi purificado por extração com clorofórmio 

por três vezes. O sobrenadante (160 μL) foi transferido para novo tubo e foram adicionados 

40 μL de tampão TE e 5 μL de RNase (10 mg/mL). As amostras foram incubadas a 37°C por 

10 min para digestão do RNA. Finalmente, 100 μL clorofórmio foram adicionados, agitados e 

centrifugados (13.000×g, 5 min, 4°C). O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para 

novo tubo. A qualidade do DNA extraído foi verificada em gel de agarose a 0.8% (p/v) e 

quantificada com o espectrofotômetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA). 

 

 

2.4.2 Sequenciamento do gene 16S rRNA 

 

 

Os fragmentos de RNA ribossomal 16S foram amplificados por PCR utilizando 

primers universais 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1512R (5'-

ACGGCTACCTTGTTACGACT-3') (DEVEREUX; WILKINSON, 2004). A composição da 

solução de PCR seguiu: 1 μL (aprox. 50 ng) de DNA, 1U/μL de polimerase Taq, 0.2 mM de 
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primers (forward e reverse), 0.22 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl2, 1 X de tampão, e o 

volume foi completo até 25 μL com água ultrapura Mili-Q® (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

A reação de amplificação foi realizada conforme descrito por Wang et al. (2006). Os produtos 

purificados de PCR foram sequenciados em sequenciador automático ABI3730 XL (Applied 

Biosystems®, Foster City, USA). As sequências obtidas foram alinhadas utilizando o editor 

de alinhamento de sequências BioEdit 7.7 e comparadas com a base de dados GenBank 

usando o algoritmo BLAST. 

 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

A significância estatística das médias do consumo de frutose em 24 h foi calculada 

utilizando o teste de Duncan. As análises foram realizadas no programa StatisticaTM versão 

7.0.61.0 (TIBCO®, Palo Alto, USA). O nível de significância foi estabelecido <0.05. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

3.1 CONTAGEM DE CÉLULAS 

 

 

O resultado das contagens de células nos meios de cultivo MRS e FYP está 

apresentada na FIGURA 2. No início do processo (t = 0 h), foram recuperadas 3.08 log CFU 

mL-1 em meio FYP e 1.9 log CFU mL-1 em meio MRS. O perfil de crescimento apresentado 

nos dois meios foi similar durante o processo de fermentação. Ao final da fermentação, a 

contagem de BAL totais atingiu 8.51 log CFU mL-1, enquanto as bactérias que consumiram 

frutose no meio FYP atingiram 8.41 log CFU mL-1. Este resultado está de acordo com a 

literatura, onde estudos relatam que existe um aumento significante da população de bactérias 

ácido láticas em fermentações de café (AVALLONE et al., 2001). Além disso, este grupo 

pode se tornar o grupo microbiano dominante ao final do processo da fermentação 

(CARVALHO NETO et al., 2018; DE BRUYN et al., 2017), podendo indicar uma adaptação 

das BAL às condições físico-químicas do processamento de café. 

 

 
FIGURA 2 – CURVAS DE CRESCIMENTO NOS MEIOS DE CULTIVO FYP E MRS 

 
Legenda: (▲) BAL em FYP ágar; (■) BAL total em MRS. 
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3.2 ISOLAMENTO DE BACTÉRIAS 

 

 

As amostras da fração líquida da fermentação de café, retiradas a cada 6 horas, foram 

diluídas serialmente e plaqueadas por espalhamento em meio diferencial de FYP. Este meio é 

diferencial pela presença do sal carbonado de cálcio (CaCO3), que pela reação química entre 

sal e ácido se faz possível identificar as colônias que produzem ácidos orgânicos através da 

observação das zonas de clareamento, como é mostrado na FIGURA 3. Além disso, as 

colônias foram escolhidas ao avaliar as diferenças visuais da morfologia das colônias, 

indicada na FIGURA 3 pelas setas vermelhas. Ao total foram selecionadas 34 colônias, dos 

tempos de 0h a 30h, dando preferência as placas de maior diluição, como é FIGURA 3B, para 

auxiliar a coleta de colônias isoladas.  

 

 
FIGURA 3 - PLACAS DE FYP DA FERMENTAÇÃO DE CAFÉ USADA PARA ISOLAMENTO DE 
BACTÉRIAS 

Legenda: A. Alíquota do tempo 6h, diluída a 10-3; B. Alíquota do tempo 12h, diluída a 10-6; C. Alíquota do 
tempo 12h, diluída a 10-4. 
 

 

3.3 FERMENTAÇÃO DE FRUTOSE 

 

 

Das 34 cepas isoladas, apenas 27 foram avaliadas quanto à capacidade em fermentar 

a frutose, visto que 7 cepas não apresentaram crescimento satisfatório para o experimento. A 

curva padrão de frutose utilizada obteve o coeficiente de regressão (R²) de 0.9973. A equação 

regente da reta utilizada para calcular a concentração de frutose presente no meio após a 

fermentação foi:  
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FIGURA 4 – CURVA PADRÃO DA CONCENTRAÇÃO DE FRUTOSE PELA 
ABSORBÂNCIA

 
 

A TABELA 1 apresenta as concentrações de frutose (g/L) durante 24h de 

fermentação em meio FYP pelos isolados indicados. É possível observar que todas as cepas 

foram capazes de consumiram frutose em 24 h, porém em diferentes proporções. A TABELA 

1 apresenta os isolados em ordem decrescente de consumo de frutose. 

 
TABELA 1 – CONSUMO DE FRUTOSE (g/L) EM 24h DE FERMENTAÇÃO EM MEIO FYP  

Isolados 
Concentração de frutose (g/L) por tempo de fermentação 

0h 6h 12h 24h 
F24 10.4 10a 10.55 ± 1.29a 3.30 ± 0.18b 0.95 ± 0.13c 

F0 4.2 10a 11.52 ± 0.10a 2.47 ± 0.20b 0.96 ± 0.14c 

F6 9.1 10a 10.98 ± 0.73b 2.55 ± 0.24c 1.13 ± 0.13d 

F0 5.4 10a 10.73 ± 0.83b 1.99 ± 0.24c 1.16 ± 0.18c 

F6 10.2 10a 10.67 ± 0.39a 10.10 ± 0.70a 1.24 ± 0.07b 

F 12 9.2 10ab 10.00 ± 0.84a 9.04 ± 0.64b 1.24 ± 0.08d 

F12 9.4 10a 10.89 ± 0.32b 6.94 ± 0.43c 1.25 ± 0.21d 

F12 10.1 10a 9.60 ± 0.71a 4.05 ± 3.11b 1.59 ± 0.13b 

F0 4.1 10a 10.29 ± 0.82a 5.12 ± 0.34b 1.65 ± 0.10c 

F30 3 10a 9.78 ± 1.35a 10.94 ± 1.07a 1.73 ± 0.70b 

F6 10 10a 10.46 ± 2.23a 6.52 ± 0.36b 1.76 ± 0.40c 

F6 10.1 10a 10.01 ± 0.47a 6.67 ± 0.64b 1.79 ± 0.04c 

F0 6 10a 10.16 ± 1.40a 3.50 ± 2.91b 1.82 ± 0.07b 

F0 1 10a 10.12 ± 1.47a 7.84 ± 0.72b 1.91 ± 0.22c 

F0 8 10a 10.38 ± 1.71a 7.88 ± 0.49b 1.98 ± 0.13c 

     
Continua 
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Conclusão 
Isolados Concentração de frutose (g/L) por tempo de fermentação 

 0h 6h 12h 24h 
F30 1 10a 10.13 ± 0.18a 11.34 ± 1.88a 2.05 ± 1.12b 

F30 7.8 10a 10.43 ± 0.48a 4.04 ± 1.50b 2.05 ± 0.19c 

F30 1.1 10a 10.41 ± 0.53a 10.92 ± 6.12a 2.25 ± 0.51b 

F24 3.1 10a 9.84 ± 0.85a 6.70 ± 0.37b 2.62 ± 0.45c 

F6 3 10a 9.91 ± 0.63a 4.57 ± 3.84b 2.88 ± 0.44b 

F30 7.7 10a 10.47 ± 0.49a 8.91 ± 1.36a 3.12 ± 0.89b 

F0 5.5 10a 10.31 ± 0.82a 10.16 ± 0.65a 3.89 ± 0.13b 

F6 9.5 10a 10.77 ± 0.11a 5.33 ± 3.58b 4.14 ± 0.79b 

F30 3.1 10a 8.99 ± 0.17a 10.40 ± 2.67a 4.50 ± 0.87b 

F6 10.3 10a 10.68 ± 0.27a 10.66 ± 0.33a 5.98 ± 4.05b 

F6 9.3 10a 11.62 ± 0.10b 8.03 ± 0.40c 8.63 ± 0.70c 

Branco 10a 10.61 ± 0.64a 9.19 ± 0.37a 10.32 ± 1.57a 

As médias de cada linha que apresentam a mesma letra não são significativamente diferentes (p>0.05) um do 
outro, utilizando o teste de Duncan. 

 

 

Após 12 h do tempo de fermentação, apenas 8 isolados (F0 5.4, F0 4.2, F6 9.1, F24 

10.4, F0 6, F30 7.8, F12 10.1 e F6 3) consumiram mais de 50% da frutose disponível. Ao 

final do experimento (24 h), apenas 2 isolados consumiram 90% de frutose (F0 4.2 e F24 

10.4), 23 isolados consumiram mais de 50% de frutose e 2 consumiram menos de 40%. Visto 

que os isolados apresentam comportamentos distintos, 11 isolados distintos foram 

selecionados para a identificação molecular. Vale salientar que por se tratar de uma pré-

seleção foi utilizado o método colorimétrico de açúcares redutores, porém, para uma maior 

confiabilidade seriam necessários testes utilizando-se a cromatografia líquida de alta 

performance (HPLC). 

 
 
 

3.4 IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS 

 

 

Após a avaliação do consumo de frutose, foram selecionados 11 isolados para a 

identificação molecular pelo sequenciamento do gene 16S rRNA. A análise de 

sequenciamento identificou a presença de Lactobacillus brevis (n = 7) e Lactobacillus sp. (n = 

2) e Pediococcus pentosaceus (n = 2). Na FIGURA 5 os isolados estão identificados pelas 

cores: verde Lactobacillus brevis), vermelho (Lactobacillus sp.) e azul (Pediococcus 

pentosaceus). 
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FIGURA 5 – PORCENTAGEM DE CONSUMO DE FRUTOSE E IDENTIFICAÇÃO DAS CEPAS 

 
Legenda: ■ Lactobacillus brevis ■ Lactobacillus sp. ■ Pediococcus pentosaceus  

 

 

Apesar de consumirem frutose, não é possível classificar as cepas isoladas como 

frutofílicas. Cepas frutofílicas preferem frutose à glicose como substrato, e desta forma, 

apresentam crescimento limitado em meio contendo glicose sem um aceptor de elétrons 

externo. Portanto, testes futuros se fazem necessários para avaliar o crescimento destas cepas 

em meio contendo glicose, bem como em glicose suplementada com um aceptor de elétrons 

externo, conferido pela condição aeróbica, adição de piruvato ou de frutose (ENDO et al., 

2018). Por outro lado, estudos relatam que cepas de Lactobacillus sp. possuem a capacidade 

de consumir frutose usando oxigênio ou piruvato como aceptor externo de elétrons, podendo 

em alguns casos apresentar características do grupo de bactérias frutofílicas (ENDO; 

FUTAGAWA-ENDO; DICKS, 2009).  

Os isolados de Lactobacillus brevis (F0 4.2, F0 5.4 e F0 5.5) podem ser selecionados 

para estudos posteriores e inoculados em fermentações de café para avaliar seus impactos na 

concentração residual de frutose. A cultura inicial de L. brevis é reconhecida por sua atividade 

probiótica, produção de ácido γ-amino-butírico e produção de bacteriocinas, características 

estas que poderão ser exploradas futuramente (BANIĆ et al., 2018; OGUNBANWO; SANNI; 

ONILUDE, 2002; WU et al., 2018). 



94 
 

O isolado que apresentou o menor consumo de frutose foi identificado como 

Pediococcus pentosaceus. Esta espécie é utilizada como cultura iniciadora em outros 

alimentos fermentados, pois auxilia no desenvolvimento de componentes voláteis durante o 

tempo de maturação de salsichas fermentadas devido a sua atividade lipolítica e proteolítica 

(JOHANSSON et al., 1994). Além disso, apresenta atividade anti-listerial, produção de 

bacteriocinas e propriedades probióticas (GUTIÉRREZ-CORTÉS et al., 2018; KINGCHA et 

al., 2012; ZOMMITI et al., 2018). As culturas iniciadoras são geralmente selecionadas para 

determinado processo, visando suas condições específicas. No entanto, a cepa Pediococcus 

pentosaceus pode ter um impacto benéfico nas fermentações do café, visto que culturas 

iniciadoras específicas de outros processos já foram testadas na fermentação de café, como é o 

caso de Rhizopus oligosporus, usado principalmente na produção de tempê, e Yarrowia 

lipolytica, usado para produtos lácteos (LEE et al., 2016, 2017b). 

Embora o gênero Fructobacillus tenha sido previamente detectado por métodos 

independentes de cultivo em fermentações de café e cacau (CARVALHO NETO et al., 2018; 

PAPALEXANDRATOU et al., 2011), não foi possível isolar representantes deste gênero no 

presente ensaio. Isto pode se dar ao fato de que, apesar de sua detecção, a concentração de 

Fructobacillus não seja suficiente para o cultivo. Há também relatos de microrganismos não-

cultiváveis, ou que requerem condições específicas para seu crescimento. Além disso, os 

relatos de isolamento de espécies de Fructobacillus é restrita a fontes como flores, superfícies 

de frutos e insetos (ENDO et al., 2011; MAENO et al., 2016; RUIZ RODRÍGUEZ et al., 

2017; YAACOB et al., 2018). 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os gêneros Lactobacillus e Pediococcus foram isolados em ensaios de fermentações 

de café conduzidas em biorreator, onde ambos apresentaram a capacidade em fermentar a 

frutose, porém em proporções diferentes. O consumo de frutose foi avaliado por métodos 

colorimétricos e revelou o potencial das cepas de Lactobacillus lactis para o consumo de 

frutose em fermentações de café. Além disso, Pediococcus pentosaceus poderá ser testada 

quanto às suas atividades proteolíticas e lipolíticas. Embora o gênero Fructobacillus seja 

relatado em fermentações de café, não foi possível cultivá-lo em meio sólido FYP. Para isto, 

pode-se realizar ensaios futuros para o isolamento de bactérias do gênero Fructobacillus 

diretamente de frutas e flores, locais onde se tem o relato de isolamento deste gênero, 

podendo, assim, ser empregado em fermentações de café. 
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