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OLIVEIRA-PEITL, Carla Liegi Lonardoni. Diversidade de microflora associada aos
grdos de cafés de boa qualidade no subtropico. 2016. 96 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2016.

RESUMO

O trabalho buscou identificar a influéncia das caracteristicas do ambiente de cultivo,
o manejo de colheita e da pos-colheita e da microflora associada aos atributos de
qualidade de bebida de amostras de cafés e, a partir do isolamento de bactérias
provenientes das amostras de café natural e cereja descascado, realizar a
caracterizagao morfolégica e determinar a diversidade genética dos isolados pelo
uso da técnica PCR-RFLP. Para isso foi aplicado um questionario aos produtores
finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011 e os dados foram
correlacionados com a avaliagdo microbiologica realizada dos grdos de café. Houve
correlacao significativa e positiva entre todos os atributos da qualidade da bebida e
as altitudes do local de produgdo das amostras. Nas analises microbioldgicas foram
observados mais de dez espécies diferentes de fungos, e a presenga de bactérias.
Ao correlacionar a colonizacdo de cada amostra com os atributos da bebida dos
cafés verificou-se correlagbes baixas ou inexistentes para a maioria dos
microrganismos. Porém, Penicillium sp. se correlacionou negativamente com a
caracteristica bebida limpa, dogura, corpo, sabor e balango, enquanto Alternaria sp.
apresentou correlagdo negativa com o balango da bebida dos cafés. As bactérias se
correlacionaram positivamente com a acidez dos cafés. Através das mesmas
amostras, foi realizado entdo o isolamento de bactérias epifiticas e endofiticas
através de enriquecimento em meio liquido Mineral Salt Medium com café,
posteriormente a solugao foi plagueada em meios semi-solidos MSM+C e Nutriente
Agar. Foi observado grande diversidade de bactérias isoladas. As bactérias foram
avaliadas morfologicamente segundo a forma, elevagao, borda, superficie, cor e
tamanho das col6nias. Posteriormente, foram realizadas a extracdo de DNA
gendmico bacteriano, a amplificagdo do gene 16S rDNA por meio da técnica de PCR
e 0 uso da técnica de RFLP. Foi observada grande diversidade fenotipica e
genotipica entre as bactérias epifiticas e endofiticas isoladas de grdos de Coffea
arabica L., sendo isolados 331 bactérias do meio de cultura NA e 308 do meio de
cultura MSM+C. Com relagdo a caracterizagdo morfologica, as formas mais
encontradas foram as puntiformes e circulares, a elevacao plana e convexa, a borda
das colbnias do tipo inteira, a superficie lisa, a coloragdo branca com tamanhos de
colbénias que variaram de 2 a 8 mm. Os maiores indices de diversidade de bactérias,
foram provenientes de amostras onde foi realizada a secagem do café em terreiro,
em que o café nao foi lavado e nao foi realizado colheita seletiva. A partir das médias
dos valores de altitude e os caracteres de qualidade de bebida, para os seis grupos
definidos a partir do dendrograma do meio de cultura NA observou-se que 0 grupo
que possui altitude de 707 metros apresentou os maiores valores quanto as
caracteristicas de bebida do café. Com os resultados obtidos através da técnica
PCR-RFLP os perfis de restricdo apresentaram grande variabilidade. O grande
numero de fragmentos obtidos, em cada amostra no dendrograma, reflete a
diversidade da comunidade microbiana existente em decorréncia das diferentes
formas de secagem do grao e das diferentes regides onde C. arabica foi cultivado.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Andlise microbiolégica. Qualidade de bebida.
Endonucleases de restricdo. Bactérias.



OLIVEIRA-PEITL, Carla Liegi Lonardoni. Microflora diversity associated with
good quality coffee beans in subtropics. 2016. 96 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2016.

ABSTRACT

The study aimed to identify the influence of the characteristics of the growing
environment, management of harvest and post-harvest and microflora associated
with the quality attributes of samples of drinking coffee and from the isolation of
bacteria from the natural coffee samples and cherry peeled perform morphological
and molecular technique using PCR-RFLP. For it was applied a questionnaire to the
producers of the contest finalists 'Coffee Quality Parana 2011' and the data were
correlated with the microbiological assessment carried out of the coffee beans. There
has been significant and positive correlation between all cup quality attributes and
the altitudes of the local production of the samples. Microbiological analyzes were
observed over ten different species of fungi, was also observed that the presence of
bacteria. By correlating the contamination of each sample with the attributes of the
coffee drink it has been found low or no correlations for most microorganisms.
However Penicillium sp. correlated negatively with the characteristic clean drink,
sweetness, body, flavor and balance, while Alternaria sp. also negatively correlated
with the balance of the drink of coffee. It was also found that bacteria were positively
correlated with the acidity of coffee. By the same samples was then performed and
the isolation of endophytic epiphytic bacteria by enrichment in liquid Mineral Salt
Medium with coffee, then the solution was plated on semisolid media MSM+C and
Nutrient Agar. After growth has been great diversity of bacterial isolates observed.
The bacteria were evaluated morphologically in the form, elevation, edge, surface,
color and size of the colonies. Subsequently they were performed bacterial genomic
DNA extraction, amplification of 16S rDNA by means of PCR and the use of the
RFLP technique. Great phenotypic and genotypic diversity was observed among the
epiphytic and endophytic bacteria isolated from Coffea arabica beans L. Being
isolated 331 bacteria from the culture medium NA and 308 of MSM+C culture
medium. Concerning the morphological characterization, the most frequent forms
were punctiform, circular, flat and convex elevation, the edge of the entire colonies
type, smooth, white colonies stained with sizes ranging from 2 to 8 mm. The higher
levels of diversity in bacteria were obtained from samples where drying was
performed on ground coffee, wherein the coffee has not been washed and selective
collection was not performed. From the average of the altitude values and beverage
quality traits for the six groups defined from the dendrogram culture medium NA it
noted that the group having altitude of 707 meters had the highest values and the
characteristics of coffee drink. With the results obtained by PCR-RFLP technique the
restriction profiles showed great variability. The large number of fragments obtained
in each sample in the dendrogram reflects the diversity of existing microbial
community as a result of different forms of grain drying and the different regions
where C. arabica was grown.

Key-words: Coffea arabica L. Microbiological analysis. Quality drink. Restriction
endonucleases. Bacteria.
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1 INTRODUCAO

O café é a maior commodity agricola mundial, com exce¢ao da agua
€ a bebida mais consumida do planeta. No contexto internacional o Brasil € o maior
produtor, exportador e o segundo maior consumidor de café. Portanto, é notéria a
importancia que essa rubiacea possui em nivel internacional e nacional, atuando no
setor econdmico e social, estando altamente relacionada com a fixagdo do homem
no campo por meio da agricultura familiar, na obtengdo de divisas externas,
arrecadacgao de impostos e na geragdo de empregos em todo o setor cafeeiro tanto
no campo como nas industrias e nos estabelecimentos comerciais ligados ao
agronegocio cafeeiro.

No cenario atual brasileiro, o estado do Parana é o quinto produtor
de café arabica (Coffea arabica L.), sendo que em meados de 1960 era responsavel
por cerca de 50% da produgdo nacional, o que representava 28% da safra mundial.
Entretanto, devido a ocorréncia de geadas, a falta de implantagdo de tecnologias
nos cafezais, o desestimulo do produtor devido ao baixo valor agregado do produto,
e a concorréncia de outras culturas com maior retorno econémico, levou a
erradicacdo massiva de cafezais, afetando definitivamente a produgdo. Com
recursos limitados, de maneira geral os cafeicultores ndo se preocuparam com a
qualidade do produto colhido e o consequente alijamento dos mercados dos cafés
especiais.

Nesse contexto, foi estruturado em 1999 por diversos 6rgaos
estaduais do Parana o programa/concurso ‘Café Qualidade Parana’, com o objetivo
de motivar e conscientizar o produtor paranaense do potencial da cafeicultura na
regido, no que se refere a tecnologia de producgdo, incentivando e motivando a
produtividade relacionada a qualidade superior do produto, agregando dessa forma
valor no momento da comercializagao.

Além da implantagdo de tecnologias nos cafezais paranaenses,
buscando melhorar a qualidade de bebida, existem diversos fatores que podem
estar relacionados com a produtividade/qualidade dos cafés, como os fatores
edafoclimaticos regionais (clima, solo, altitude), as caracteristicas biolégicas (fatores
genéticos, fenologia, composigao quimica dos graos, influéncia da microflora nas
diversas fases da cadeia produtiva), as caracteristicas agronémicas (cultivar,

adubacgado, agroquimicos, irrigacdo), os fatores pré e pos-colheita (controle de
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plantas daninhas, colheita no pano, colheita seletiva, secagem, processamento,
armazenamento, torrefacdo) e as caracteristicas da classificacdo sensorial de
bebida. Dentre eles, podemos citar especialmente os métodos de processamento e
secagem, os quais estdo relacionados com a infestagdo dos gréos por alta
biodiversidade de microrganismos, como fungos, bactérias e leveduras, atuando na
decomposi¢cdo da camada mucilaginosa e polpa no momento do preparo e secagem.
Essa incidéncia de microrganismos pode estar relacionada ou ser a causa das
diferencas de qualidade de bebida entre as principais regides produtoras do Brasil.

As bactérias sao conhecidas por atuarem naturalmente nos
processos fermentativos, agindo na degradacao da mucilagem de cafés cereja,
sendo em alguns casos o grupo mais abundante dentre os microrganismos. Elas
também possuem um papel importante na producdo de metabdlitos que podem
inferir nas propriedades organolépticas da bebida de café, afetando a qualidade da
bebida. Para o aprofundamento de estudos desse sistema biolégico, sao
importantes a utilizagdo de ferramentas da biologia molecular com relagao a estudos
de populagdo para avaliar a biodiversidade de bactérias epifiticas e endofiticas
existentes em frutos e graos, principalmente com relagado a descricado das espécies,
obtendo-se grupos de géneros de bactérias que podem estar envolvidas nos
processos de fermentacdo em café.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi 1) identificar a
influéncia das caracteristicas do ambiente de cultivo, 0 manejo de colheita e pés-
colheita e da microflora associada aos atributos de qualidade de bebida das
dezenove amostras de cafés finalistas da fase estadual do concurso ‘Café Qualidade
Parand’, edicdo de 2011; 2) realizar o isolamento bacteriano, a caracterizagao
morfoldgica e a utilizagao da técnica molecular PCR-RFLP de bactérias provenientes
das amostras de café natural e cereja descascado, finalistas do concurso ‘Café

Qualidade Parana’ edigéo 2011.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CENTRO DE ORIGEM, DISPERSAO GEOGRAFICA E DIVERSIFICACAO DE COFFEA
SPP.

O género Coffea apresenta 103 espécies, sendo 41 da Africa, 59 de
Madagascar e trés das llhas Mascarenhas (DAVIES et al., 2006). De modo geral,
ocorrem espontaneamente ao longo da regi&o tropical central da Africa, como planta
de sub-bosque. A espécie Coffea arabica L. que € a de maior importancia
econOmica, apresenta ocorréncia geografica natural numa regido restrita, marginal
as demais espécies, localizada no sudoeste da Etiépia (SYLVAIN, 1955), no Planalto
Boma do Sudao (THOMAS, 1942) e Monte Marsabit do Quénia (ANTHONY et al.,
1987; BERTHAUD; CHARRIER, 1988), entre 1.000 e 3.000 metros de altitude
(CARVALHO, 1946).

A primeira mencéao escrita sobre café foi feita no século X por Razes,
um meédico arabe (SMITH, 1985), mas o cafeeiro s6 comegou a ser explorado a
cerca de 1.500 anos atras, no sudoeste da Etiopia (LEJEUNE, 1958). Plantas de
café arabica podem ter sido introduzidas ao Iémen, ja no ano 575 (WELLMAN, 1961)
ou apenas de trés a quatro séculos atras (ESKES, 1989).

No final do século XVII, os holandeses da Companhia das indias
Ocidentais comegaram a estabelecer plantios comerciais de cafeeiros na Indonésia.
Em 1710, uma unica planta foi introduzida no Jardim Botanico de Amsterda provinda
de Java (CRAMER, 1913; CHEVALIER; DAGRON, 1928; CARVALHO, 1946).
Algumas mudas obtidas desse cafeeiro foram levadas para o Suriname em 1714 de
onde, em 1720, um francés chamado Morgues consequiu sementes e cultivou na
Guiana Francesa, onde a cultura prosperou rapidamente ao redor de Caiena
(CHEVALIER; DAGRON, 1928).

Todas essas introducdes constituem a base genética de origem da
maioria das cultivares de arabica comercialmente cultivadas em todo o mundo,
sendo a primeira descrita como C. arabica 'Typica' Cramer. A segunda, descrita
como C. arabica 'Bourbon' (B. Rodr.) Choussy, foi originada a partir de cafeeiros
introduzidos a partir de Moca (Iémen) para a llha Bourbon, atualmente chamada de
llha Reunido, em 1715 ou 1718 (HAARER, 1956). Essas duas cultivares constituem

a base genética de todas as cultivares usadas comercialmente no Brasil e outros
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paises que cultivam C. arabica (KRUG; MENDES; CARVALHO, 1938; CARVALHO;
FAZUOLI, 1993).

No Brasil o cafeeiro foi introduzido em 1727 pelo sargento-mor
Francisco de Mello Palheta, que trouxe cinco mudas e uma pequena quantidade de
sementes da Guiana Francesa, estabelecendo uma pequena lavoura no Para (IBC,
1981; ORMOND; PAULA; FAVERET FILHO, 1999). Posteriormente, a planta foi
levada para o Maranh&o, seguindo para as regides Sudeste e Sul (AMARAL, 1925),
sendo que em 1825, o suprimento mundial era feito pela Américas Central e do Sul,
e o Brasil passou a ser o maior exportador desse produto (FERRAO et al., 2007). E
interessante ressaltar que o ciclo do café foi implantado no Brasil, apds os ciclos do
ouro e da cana-de-agucar, explorando terras virgens e usando mao-de-obra escrava
e posteriormente a de colonos imigrantes (MOREIRA, 2009).

O cafeeiro arabica é cultivado em muitas partes do mundo, nas
Américas Central e do Sul, na Africa, na Asia e na Ocenia (FAOSTAT, 2014).
Aproximadamente 70% do café comercializado no mundo provém de cultivares de C.
arabica L., reconhecida pela qualidade potencial de sua bebida, enquanto que 30%
provém de Coffea canephora Pierre ex A. Froehner, utilizado para compor blends
(MATIELLO et al., 2002; MONDEGO et al.,, 2011). O agronegécio café é uma
atividade das mais importantes e ainda muito promissora. Atualmente o setor
econdmico mundial chega a movimentar em torno de 90 bilhées de ddlares por ano,
e o setor social, é responsavel por empregar cerca de 500 milhées de pessoas, da
producao ao consumo final (SILVA, 2007; SILVEIRA et al., 2013).

2.2 TAXONOMIA E ASPECTOS BOTANICOS DE COFFEA ARABICA L.

A primeira descricao botanica de café foi realizada em 1713 por A.
de Jussieu, o qual estudou uma unica planta originada do Jardim Botanico de
Amsterda, o qual denominou a planta como Jasminum arabicanum. Posteriormente,
Linnaeus classificou e separou o género Coffea, dando a denominacgéao atual para a
espécie Coffea arabica (CHARRIER; BERTHAUD, 1985).

O cafeeiro pertence ao género Coffea (familia Rubiaceae, subfamilia
Cinchonoideae, tribo Coffeeae), o qual compreende 103 espécies (BERTHAUD;
CHARRIER, 1988; DAVIES et al., 2006). O grupo foi dividido por Bridson (1982) em

dois géneros, Psilanthus Hook. F. e Coffea. Considerando a classificacéo
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taxondmica atual de Coffea arabica L., essa pertence a classe Dicotyledonea; ordem
Rubiales; familia Rubiaceae; género Coffea; secao Eucoffea; subsecao Erithrocoffea
(CHEVALIER, 1942).

Na literatura sdo citadas muitas espécies de cafeeiros pertencentes
ao género Coffea, sendo a produgdo comercial da cultura no mundo quase
exclusivamente (cerca de 99%) relacionada a duas espécies, C. arabica e C.
canephora (AGUIAR, 2001). Campa et al. (2004) cita que C. arabica & considerada
a espécie preferida do género Coffea devido a melhor qualidade de bebida.

As demais espécies como C. liberica, C. racemosa, C. eugenoides,
C. congensis, C. stenophylla e C. salvatrix, entre outras, sdo de grande importancia
nos programas de hibridacdo e de melhoramento genético, pela transferéncia de
alelos responsaveis por caracteristicas agronémicas desejaveis, relacionadas
principalmente a tolerancia a seca e a resisténcia a pragas e doencgas, para as
cultivares mais utilizadas (CARVALHO, 1946; KRUG; CARVALHO; MENDES, 1951).

Com relagédo aos aspectos botanicos e morfofisioldgicos, C. arabica
L. é descrito como sendo um arbusto perene com altura variavel e copa cilindrica,
raiz profunda, apenas um caule cilindrico (ramo ortotrépico) composto por ramos
plagiotrépicos. As folhas sao verde escura brilhantes na face adaxial, oblongo-
elipticas, sendo sua flor de corola branca, aromatica, com frutos vermelhos ou
amarelos (elipsoides ou oblongos) (MELO; SOUZA, 2011; SILVA, 2011).

A espécie C. arabica L. é tetrapldide, apresentando 2n = 44
cromossomos (GELETA et al.,, 2012), autégama (MURTHY e NAIDU, 2012),
reproduzindo-se predominantemente por autofecundacido. As demais espécies sao
dipldides e auto-incompativeis. C. arabica quando comparada a C. canephora, é
descrita como uma planta menor, com menos vigor e seus graos possuem metade
do teor de cafeina, apresentando bebida de qualidade superior (DAMATTA et al.,
2007).

As cultivares brasileiras sao provenientes da base genética do
Typica (MELLO AYRES, 1954; DEDECCA, 1957), Bourbon (KRUG; ANTUNES
FILHO, 1950), Sumatra e do cruzamento com hibridos interespecificos de C. arabica
e C. canephora resistentes a ferrugem, conhecido com Hibrido de Timor. A
variedade Caturra, a qual é resultante da mutagdo do Typica para porte baixo
(KRUG; MENDES; CARVALHO, 1949; CARVALHO; MONACO, 1972; CARVALHO
et al., 1984), a Maragogipe (KRUG; CARVALHO, 1942), a Mundo Novo
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(CARVALHO; FAZUOLI, MAZZAFERA, 1988) e Catuai (CARVALHO; MONACO;
FAZUOLI, 1979), juntamente com algumas mutag¢des ocorridas na Typica e o
cruzamento com hibridos sdo a base na composicdo genética das principais

cultivares usadas atualmente.

2.3 CAFEICULTURA BRASILEIRA

O café no Brasil destaca-se econdmica e socialmente desde a
chegada das primeiras mudas, vindas da Guiana Francesa, em meados do século
XVIII (BRASIL, 2014). Diante de sua rapida adaptacao aos fatores edafoclimaticos
do pais, o produto adquiriu importancia na histéria e no mercado, sustentando o
Império e na Republica, até hoje gerando divisas significativas para a economia do
Brasil (MARTINS, 2008), transformando-se em um dos principais itens de
exportacao até os dias atuais. O café é um produto agropecuario de commodity que
na comercializagdo mundial fica atras somente do petréleo (CCCC, 2008).

O Brasil € o maior produtor e exportador e segundo maior
consumidor mundial de café (KAWASAKI, 2009), sendo responsavel por,
aproximadamente, 25% da produ¢cao mundial (COVRE et al.,, 2013; ICO, 2013;
SCALON et al.,, 2011). Produto de exportagdo, a cultura do café movimenta
mundialmente, por ano, cerca de 35 bilhdes de dodlares. Conforme relata Siqueira
(2005), em termos de importagao, a Comunidade Econémica Européia é o principal
importador mundial de café desde 1967. Ja os Estados Unidos € o pais que mais
consome este produto, chegando a responder por 27,2% das importagdes mundiais
(FASSIO; SILVA, 2007). Nesse ambito, a cadeia produtiva do café apresenta grande
importancia ndo s6 aos paises produtores, mas também aos paises importadores,
processadores e consumidores (LOUREIRO; LOTADE, 2005).

De acordo com dados fornecidos pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2014) a area cultivada no pais totaliza 2.267.577,8
hectares de café, sendo que desse total 341.504,4 hectares (15,06%) estdo em
formacao e 1.926.073,4 hectares (84,94%) estdo em produgao, contabilizando em
torno de 5,67 bilhdes de pés de café. Sdo cerca de 290 mil produtores envolvidos,
boa parte em pequenas propriedades rurais, distribuidas em 1.900 municipios
brasileiros (BRASIL, 2014).
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Dentre os principais estados produtores na safra 2012/2013 estao
Minas Gerais, que produz mais de 50% da produgéo nacional, Sdo Paulo (4.010,1
sacas beneficiadas), Bahia (1.803,3), Parana (1.650,0) e Rondénia (1.357,0) (Figura
2.3.1). Somadas as espécies C. arabica e C. canephora, o pais devera produzir na
safra 2015/2016 cerca de 2,6 milhdes de toneladas, ou seja, 43,9 milhdes de sacas
de 60 kg de café em graos beneficiados (IBGE, 2015). No pais o C. arabica
representa 72,4% da producgao total, enquanto o C. canephora fica com 27,6%
(CONAB, 2014).

No ranking de producao, independente da espécie, o primeiro e
segundo estados produtores de café no pais sdo: Minas Gerais com a espécie C.
arabica L., predominando em 98% no estado, totalizando 1.245.710 hectares de
area plantada, sendo responsavel por cerca de 52% da producao de café no pais; e
o Espirito Santo, maior produtor da espécie C. canephora, com a segunda maior
area plantada, totalizando 488.583 hectares (cerca de 27% da produgéao brasileira),
310.088 ha com C. canephora (CONAB, 2014).

A cafeicultura, como atividade do setor agropecuario, desempenha
funcdo de vital relevancia para o desenvolvimento social e econbmico do Brasil.
Fassio e Silva (2007) ressaltaram que € notério o destaque de todo o sistema
agroindustrial do café em termos de uso de mao-de-obra e fixagdo do homem ao
campo, geragcdo de emprego nos setores a montante e a jusante da produgéo
primaria, bem como em termos de obtencao de divisas externas e arrecadacio de
impostos.

Nesse contexto, a cultura do café emprega direta ou indiretamente
cerca de oito milhées de trabalhadores no Pais, proporcionando renda, acesso a
saude e a educacéao a suas familias (BRASIL, 2014; EMBRAPA, 2005). Silveira et al.
(2013) citaram que a agricultura familiar é responsavel por 38% da produgao de café
no Brasil, concentrada nos seis principais estados produtores.

Os fatores que influenciam na produtividade dos cafezais, no Brasil,
sdo principalmente econdmicos conjunturais, climaticos (efeito da temperatura,
restricdo hidrica, geadas e veranicos) e referentes ao manejo da cultura (CONAB,
2014). Dessa forma, Genari (1999) citou que a realidade da cafeicultura brasileira
indica que a agroindustria nacional tem capacidade de abastecer os mercados,

interno e externo, com produtos de qualidade.
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Figura 2.3.1. Mapeamento das principais regides brasileiras produtoras de café.
Minas Gerais (Sources: IMA, APROCAM, INPI, EMATER-MG, Federacédo dos
Cafeicultores do Cerrado), 1. Sul de Minas, 2. Mantiqueira de Minas (Geographic
Indication), 3. Chapada de Minas, 4. Matas de Minas (Montanhas de Minas), 5.
Cerrado de Minas, 6. Cerrado Mineiro (Designation of Origin); Sdo Paulo e Minas
Gerais (Sources: INPI, AMSC), 7. Alta Mogiana (Geographic Indication); S&o Paulo
(Sources: Camara Setorial do Café, IAC, CIIAGRO), 8. Mogiana, 9. Média Mogiana,
10. Marilia e Garga, 11. Ourinhos e Avareé; Bahia (Source: SEAGRI), 12. Planalto
Baiano: a. Chapada Diamantina, b. Planalto de Vitéria da Conquista, c. Serrana de
Itirugu/Brejdes, 13. Cerrado Baiano, 14. Atlantico Baiano; Espirito Santo (Source:
CETCAF), 15. Montanhas do Espirito Santo, 16. Conilon Capixaba; Parana
(Sources: EMATER-PR, INPI, AMUNOP, AMUNORPI), 17. Norte Pioneiro do Parana
(Geographic Indication), 18. Parana; Rondénia (Source: EMATER-RO), 19.
Rondénia; Rio de Janeiro (Source: CCCRJ), 20. Rio de Janeiro.
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O Brasil apresenta notavel diversidade no cinturdo cafeeiro, tanto
nos modelos tecnoldgicos, como na qualidade (KAWASAKI, 2009). Devido essas
caracteristicas distintas nas diferentes regides cafeeiras, obteve-se o registro de
Denominagao de Origem e de Indicagado Geografica para duas regides produtoras.

Segundo INPI (2014) as Denominacbes de Origem e as Indicagbes
Geograficas sdo modalidades de propriedade industrial distinta. Para que
determinado produto possa ser protegido como Denominagdo de Origem é
necessario haver uma maior ligagdo entre o produto e a regido de origem, mas
também, as condicbes naturais, existindo assim, uma interdependéncia direta entre
os fatores naturais € humanos e o produto. As Indicagdes Geograficas, por sua vez,
apresentam requisitos menos exigentes, bastando que a reputagdo ou uma
determinada qualidade, ou uma caracteristica, possam ser atribuidas a origem
geografica, sem influéncia dos fatores naturais e humanos, devendo-se ocorrer, pelo
menos, a producgao, transformagao ou a elaboragao do produto (INPI, 2014).

Na Figura 2.3.1 podemos observar que a regido do Cerrado Mineiro
possui o registro de Denominagao de Origem, esse titulo foi reconhecido pelo INPI,
pois as qualidades e caracteristicas distintas do produto que é o resultado da
influéncia do meio geografico, incluindo fatores naturais e humanos foram seletivos
na producao de cafés de qualidade superior.

As regides de Mantiqueira de Minas, Alta Mogiana e o Norte Pioneiro
do Parana (Figura 2.3.1) possuem o registro de Indicagdo Geografica, o que atribui
identidade propria ao produto ao garantir a origem, os processos de produgao e
algumas caracteristicas sensoriais do café produzido nessas regides, de acordo com

as normas estabelecidas para a concessao dos selos de qualidade.

2.3.1 Cafeicultura Paranaense

Ha registros datados de 1856, da primeira muda de café plantada no
Parana, no municipio de Jataizinho, antiga Sao Pedro de Alcéantara, sendo
posteriormente implantado o primeiro plantio comercial com cerca de 4.000 pés de
café em Tomazina, localizada no Norte Pioneiro, em 1884 pelo Major Tomaz Pereira
da Silva (POZZOBON, 2006).

Os primeiros cafezais paranaenses foram cultivados por pioneiros

mineiros e paulistas, que chegaram a regidao através do Rio Itararé, durante a
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segunda metade do século XIX, sendo que o cultivo do café poderia ndo ser o
objetivo principal desses pioneiros (BALHANA, 1969). Cancian (1981) defende que a
implantacdo da cafeicultura paranaense foi uma continuagdo da “marcha para o
oeste” da cafeicultura paulista.

Oliveira (2009), mencionou que a principio, o café invadiu o Norte
Pioneiro (Velho), mais precisamente a regiao de Wenceslau Braz e Jacarezinho,
sendo que a partir da segunda metade da década de 1920, expandiu-se para a
regido algodoeira de Assai. Dessa forma, a cultura do café no Estado foi inserida em
meados do século XIX, e teve sua expansao até cerca de 1960, quando o Parana
chegou a cultivar 1,8 milhdes de hectares, isso representava aproximadamente, 40%
da area cultivada e 50% da producédo nacional, correspondendo a 28% da safra
mundial (NAGAMATO, 2001). Hoje esse numero totaliza uma area cultivada de
58.040 hectares, sendo 23.705 hectares de areas em formacio e 34.335 hectares
de areas em producado (CONAB, 2014).

Essa drastica redugcdo do parque cafeeiro paranaense, ocorreu
principalmente devido a severa geada de 1975, e a falta de implantagdo de
tecnologias nos cafezais, obrigando muitos cafeicultores tradicionais a migrarem
para outras regides produtoras do Brasil, ou a se dedicarem a outras culturas, como
por exemplo, a soja, o milho e o trigo, o qual apresentam menores riscos de perdas
com as geadas.

Tradicionalmente, a espécie cafeeira cultivada no estado do Parana
€ a C. arabica L. (café arabica) por apresentar boa adaptagao na regiao e melhor
qualidade de bebida (ANDRADE et al., 2012). O Parana é o 5° estado no ranking da
producdo nacional de café arabica, com 1.650 mil sacas colhidas na safra de 2013
(CONAB, 2014). A area plantada de café no Estado esta situada em latitudes
proximas ou maiores que a do Trépico de Capricornio (DAL MOLIN et al., 2008),
localizada em grande maioria no norte do estado, onde se destacam duas regides
distintas, a regido compreendida por Cornélio Procépio, também chamada de Norte
Novo, e o polo de Jacarezinho, denominado de Norte Velho (BLISKA et al., 2009) ou
Norte Pioneiro do Parana, regido com denominacdo de Indicacdo Geografica
(Geographic Indication).

Dentre as regides produtoras no estado podemos destacar:
Apucarana, Campo Mouréao, Cornélio Procépio, Ivaipora, Toledo, Londrina, Maringa,

Paranavai, Santo Anténio da Platina e Umuarama. Sendo interessante ressaltar, que
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em Londrina e Cornélio Procépio estdo localizadas as duas maiores industrias
exportadoras de café soluvel do Pais, a Companhia Cacique de Café Soluvel e a
Companhia Iguagu de Café Soluvel.

A regido cafeeira paranaense esta localizada em altitudes entre 400
e 1000 metros acima do nivel do mar (GAIR, 2012), numa area de transigcéao
climatica (CARAMORI et al., 2007), com condicbes térmicas distintas e que
apresenta grande diversidade de classes de solo. Tais condigbes, interferem na
formacdo e maturacdo dos frutos devido as diferentes duracbes dos ciclos,
alterando, dessa forma, as caracteristicas intrinsecas do gréo, possibilitando assim a
obtencdo dos mais variados tipos de cafés, com potencial para a exploragao de
cafés especiais (ANDROCIOLI et al., 2003; CARAMORI et al., 2007).

Silveira et al. (2013) descreveram que a cafeicultura € considerada
ainda uma atividade agricola muito importante no Parana, pois entra no sistema de

diversificagao de culturas nas propriedades rurais familiares.

2.3.1.1 Concurso ‘Café Qualidade Parana’

Devido a maior probabilidade de chuvas na época de colheita, o café
produzido no Parana tem, historicamente, sido considerado como de qualidade
inferior, quando comparado com outras regides do Brasil, prejudicando a
comercializagdo e a rentabilidade da cafeicultura no Estado (DAL MOLIN et al.,
2003).

Dal Molin et al. (2003; 2008) citaram que essas atribuigcdes devem-
se a varios fatores envolvidos, como por exemplo, a falta de planos consistentes
para a recuperacdao do parque cafeeiro apds as geadas; a queda no nivel
tecnoldgico e de investimentos; o uso inadequado de cultivares para cada regido; o
sistema de colheita efetuado, predominantemente pela derrica no chao, obtendo-se
frutos em diferentes estagios de desenvolvimento; a comercializagdo, com a pratica
de venda de café em coco e por quilo/renda, além da maneira tradicionalista do
cafeicultor tratar a cultura.

Dentro dessa realidade, foi estruturado em 1999 o
programa/concurso ‘Café Qualidade Parand’, o qual foi instituido pelo Governo do
Parana (Resolucao Estadual SEAB n° 194/96 de 12/09/96), no ano de 2000 (ano da
12 edicdo). O programa é organizado pela Secretaria de Estado da Agricultura e do
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Abastecimento do Parana (SEAB) e tem a Camara Setorial do Café do Estado do
Parana como 6rgao coordenador (VOIGT-GAIR; MIGLIORANZA; FONSECA, 2013),
sendo executado pela Empresa Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensédo
Rural (EMATER/Parana) e o Instituto Agronémico do Parana (IAPAR).

O objetivo do programa/concurso € de motivar e conscientizar o
produtor paranaense do potencial da cafeicultura, no que se refere a tecnologia de
producao (produtividade/qualidade), incentivando a organizagdo dos produtores, a
valorizagao, a melhor visibilidade na comercializagao do produto, melhorando dessa
forma a imagem e a qualidade do café paranaense (DAL MOLIN et al., 2003;
VOIGT-GAIR; MIGLIORANZA; FONSECA, 2013; VOIGT-GAIR, 2011).

Voigt-Gair, Miglioranza e Fonseca (2013) verificaram que no
recebimento das amostras as mesmas sao padronizadas e caracterizadas segundo
o lote do café inscrito, utilizando a seguinte denominacéao: categoria (N) café natural
(coco) por via seca, no qual o fruto se mantém intacto durante o processo de
secagem que pode ser feito em terreiros fixos, suspensos ou em secadores e
categoria (CD) café cereja descascado ou despolpado, preparado por via semi-
umida, no qual a casca é retirada e o grdo com pergaminho vai para a secagem
juntamente com a substancia mucilaginosa do mesocarpo.

A comissao avaliadora recebe as amostras selecionadas nas etapas
regionais, inicia o preparo para a etapa estadual, no qual as amostras sao
codificadas e faz-se verificagdo da classificagdo por tipo, peneira e umidade,
garantindo que a amostra esteja dentro do regulamento (VOIGT-GAIR, 2011).
Vencida esta fase as amostras sdo novamente codificadas e torradas,
posteriormente, 8-10 g deste material sdo triturados e colocados em recipientes de
vidro com volume aproximado de 100 mL para a preparagao da ‘prova de xicara’,
que é feita com no minimo cinco xicaras e trés provadores treinados (VOIGT-GAIR;
MIGLIORANZA; FONSECA, 2013; VOIGT-GAIR, 2011). As amostras recebem notas
de 0 a 8 para cada atributo sensorial, em uma escala de pontos de acordo com a
BSCA (BSCA, 2014).

A ‘prova de xicara’ € a analise sensorial que permite avaliar, através
das sensagdes humanas, pelo olfato, gustagdo e sensagcdo na boca, as
caracteristicas de aroma, gosto e corpo da bebida do café. A empresa que edita os

protocolos de analise sensorial de café é a Specialty Coffee Association of America
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(SCAA), a qual padroniza a metodologia para a ‘Prova de Xicara’ (SCAA, 2010;
VOIGT-GAIR, 2011).

A analise sensorial dos atributos da bebida de café é realizada em
trés estagios: olfagdo, degustacdo e sensacédo na boca, no qual os experientes
provadores avaliam os lotes mediante a escala de pontos da Associacdo Brasileira
de Cafés Especiais (BSCA), nos quesitos: bebida limpa, dogura, acidez, corpo,
sabor, gosto remanescente, balango e geral, sendo todas as percep¢des colocadas
em forma de notas na ‘folha de prova’ (VOIGT-GAIR; MIGLIORANZA; FONSECA,
2013; VOIGT-GAIR, 2011; BSCA, 2014).

Atualmente, o ‘Café Qualidade Parana’ é citado como um programa
que atende as mais variadas tendéncias de consumo, e que € resultado do novo
modelo tecnolégico que mudou radicalmente a forma de produzir café no Estado
(ARAUJO; BESSA, 2012).

2.4  QUALIDADE DE BEBIDA DO CAFE

O café é uma das bebidas mais populares e das mais consumidas
no mundo, atras somente da agua (FERIA-MORALES, 2002). Uma caracteristica
interessante € o fato da bebida de café ser consumida, basicamente, devido
aos efeitos fisioldgicos e psicologicos relacionados a presencga de cafeina e,
principalmente, pelo prazer e satisfacdo que seu aroma e sabor sdo capazes de
proporcionar aos apreciadores dessa bebida (GROSCH, 2001).

O segmento de cafés de qualidade diferenciada apresenta
crescimento anual de 12%, muito superior quando comparado com 1,5% dos cafés
commodities (ILLY, 2006). Dentre os conceitos que englobam a qualidade do café
podemos citar as caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais dos graos até as
preocupacdes ambientais e sociais.

A qualidade e propriedades funcionais da bebida do café estao
relacionadas com varios compostos quimicos de interesse (KITZBERGER et al.,
2013; MURTHY; NAIDU, 2012). A composi¢cao quimica dos frutos verdes de café é
um dos indicadores utilizados para a avaliacdo da qualidade da bebida, pois os
acidos clorogénicos, a cafeina, a trigonelina, os aminoacidos e os polifendis séo
considerados os principais constituintes que influenciam na qualidade da bebida,

embora a participacédo de todos esses compostos ainda n&o estejam completamente
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esclarecidas (KOSHIRO et al., 2006; SANTOS, 2008). Bona (2008) cita que a
composi¢cdo quimica dos graos de café é bastante complexa, sendo que essa
complexidade é aumentada durante o processo de torrefacdo em elevadas
temperaturas.

A constituicdo genética do cafeeiro e a provavel interagdo com o
ambiente exercem papel importante nos atributos de qualidade de bebida (PEREIRA
et al., 2010). Decazy et al. (2003) ao avaliarem cafés (C. arabica) de regides
produtoras distintas em Honduras, consideraram como fatores no estudo a
composi¢cado quimica dos graos, as caracteristicas agronOmicas, os fatores
edafoclimaticos, os parametros de torrefacdo, juntamente com a classificacéo
sensorial da bebida. Os resultados evidenciaram que os cafés de melhor qualidade
foram aqueles obtidos principalmente nas altitudes acima de 1.000 metros e onde os
indices pluviométricos anuais permaneceram abaixo de 1.500 mm.

As diferencas na composicao quimica de qualidade e aceitabilidade
da bebida de café estédo relacionados com as condigdes agronémicas e ambientais
(fatores genéticos, altitude, temperatura, demanda hidrica, tipos e niveis de
fertilizacdo, a maturagdo dos graos), de colheita e pds-colheita, processo de
torrefagdo, moagem e o preparo da infusdo (ARCILA; VALENCIA, 1975;
KITZBERGER et al., 2013; LERQY et al., 2006). Murthy, Basavaraj e Naidu (2001)
observaram que os frutos verdes, imaturos e ‘passados’ afetaram a qualidade final
da bebida, enquanto Favarin et al. (2004) citaram que cuidados com a colheita e o
manejo pos-colheita sao fundamentais para se obter café de qualidade superior.

No Brasil, a qualidade do café & determinada por meio de trés
classificagdes principais: 1) tamanho ou peneira dos graos; 2) numero de defeitos ou
tipo e 3) qualidade da bebida (MAPA, 2003; JUNIOR et al., 2003).

A determinacao da qualidade da bebida € considerada o parametro
mais importante no caso do café (FERIA-MORALLES, 2002). Conhecida como
analise sensorial, é realizada segundo o sabor, corpo e o aroma (entres outras
caracteristicas) que o café apresenta na ‘prova de xicara’, sendo realizada por
provadores treinados para diferenciar os cafés, segundo seus sentidos (BSCA,
2014). Malta et al. (2008) descreveram que a classificagdo do café pela bebida &€ um
trabalho que exige conhecimento, pratica, aptiddo sensorial e boa memaria, afim de

se perceber com precisao as variagdes que ocorrem na qualidade.
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Lazzarini e Moraes (1958) em um dos trabalhos pioneiros ja
associavam negativamente a influéncia de graos deteriorados na qualidade da
bebida de café. Pereira (2008) cita que aquelas de melhor qualidade s&do obtidas ao
se processar o fruto no estadio de maturagao cereja, nesse estadio de maturagao o
fruto se encontra com a composi¢ao quimica adequada para obtencido de cafés de
qualidade superior. A qualidade da bebida determina o valor do lote para a
comercializagdo, a valorizacdo do produto com qualidade superior no mercado €&
estimada em até 40% (GENARI, 1999).

O estudo das interagdes da atividade microbiana e o seus efetivos
controles, contribui para a melhoria da qualidade da bebida. A condigdo de
exceléncia € uma exigéncia da cafeicultura nacional, para atender as demandas dos
mercados interno e externo. Nesse contexto, a regionalizagdo da qualidade do
produto, como estratégia de ‘marketing’, deve ser consolidada em bases precisas e
cientificas (GENARI, 1999).

De acordo com a Tabela Oficial de Classificagcao pela Bebida, o café
€ classificado e comercializado em sete categorias pela ‘prova de xicara’
‘estritamente mole’, ‘mole’, ‘apenas mole’, ‘dura’, ‘riado’, ‘rio’ e ‘rio zona’, sendo que
os quatro primeiros sdo considerados bebidas finas e os trés ultimos como cafés de
menor qualidade (POLTRONIERI; MARTINEZ; CECON, 2011; MAPA, 2003). Este é
o método de determinagdo mais utilizado no Pais (MAPA, 2003).

Dentre todos os componentes envolvidos na expressdo final da
qualidade do café, a importante participacdo de microrganismos na produgcao de
compostos precursores, que irdo resultar em compostos relacionados com o aroma
e o gosto no café processado deve ser considerada. Pois esses compostos sao os
responsaveis por conduzirem processos fermentativos, determinantes de qualidade,
relacionados a producdo de componentes de flavour, como por exemplo, em
produtos como vinho, vinagre, cerveja, vegetais fermentados e produtos lacteos e
carneos (LONGO; SANROMAN, 2006; SANTOS, 2008).

2.4.1 Microrganismos na Fermentagao e Qualidade de Bebida
A biodiversidade microbiana presente nos frutos de café e gréos

depende de varios fatores, dentre eles a cultivar de café, o método de

processamento pré e poés-colheita, os fatores ambientais da regido em que sao
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cultivados, como a altitude, umidade, temperatura, e a populagdo de microrganismos
existentes no solo (BATISTA et al., 2003; 2009; VILELA, 2011).

Trabalhos pioneiros realizados por Agate e Bhat (1966) e Van Pee e
Castelein (1971), observaram grande numero de leveduras atuando na fermentagao
de frutos de C. canephora. Resultados obtidos por Frank, Lum e Dela Cruz (1965),
mostraram predominancia de bactérias responsaveis pela decomposicao da camada
de mucilagem de C. arabica. Krug (1940; 1941), reporta a ocorréncia de
microrganismos indesejaveis dos frutos de café, especialmente fungos filamentosos.
Enquanto Arunga (1982) relatou os géneros Bacillus, Erwinia, Aspergillus,
Penicillium e Fusarium como de importancia na fermentagao do café.

A polpa de café e sua mucilagem s&o substratos naturais para o
crescimento de microrganismos como as leveduras, as bactérias e os fungos
filamentosos que, encontrando condicdes favoraveis para se desenvolver infectam
os frutos e os graos (SILVA et al., 2013). Tais microrganismos também podem ser
aplicados no processamento dos frutos do cafeeiro (RODARTE et al., 2011). Vilela et
al. (2010) citaram que os microrganismos estdo presentes naturalmente em todas as
fases de pré e pos-colheita do café, podendo influenciar na qualidade do produto
final. Segundo Taniwaki et al. (2003), a infestacdo dos graos de café por
microrganismos pode ocorrer nas fases de processamento, principalmente durante a
lavagem, fermentagcdo e secagem. A secagem é uma das rotas de infestagdo por
microrganismos, desse modo, o tipo de terreiro usado na secagem é importante na
composicao da microbiota associada aos graos de café.

As associagdes microbianas envolvidas na fermentagao de café tém
demonstrado serem capazes de degradar os componentes da polpa e mucilagem do
fruto, induzindo as transformacdes bioquimicas necessarias para a fermentagao
natural. Dessa forma, o conhecimento das espécies microbianas dominantes
presentes no café é relevante para todo o processamento da cultura (SILVA et al.,
2008; VILELA et al., 2010).

Os fungos se encontram associados aos frutos de cafeeiros durante
todo o ciclo produtivo. Varios trabalhos comprovam e buscam compreender a
associagao existente nos fungos que estdo presentes em frutos ou graos de café
(BATISTA et al., 2009; FERREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2000). Estudos também
mostraram a incidéncia de fungos toxigénicos nos frutos de café, os quais liberam

micotoxinas, principalmente a ocratoxina A, que podem ser prejudiciais a saude
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humana (BATISTA; CHALFOUN; PRADO, 2001; BATISTA et al., 2003; GOLLUCKE,
TANIWAKI e TAVARES, 2004). Alves e Castro (1998) descreveram que a incidéncia
de fungos em café pode estar relacionada ou ser a causa para as diferencas de
qualidade de bebida entre as principais regides produtoras do Brasil.

Silva et al. (2000) avaliando a presenga de microrganismos em
frutos no estadio cereja, citaram a presenca de leveduras, as quais apresentaram
caracteristicas fermentativas, estando dessa forma normalmente relacionadas com o
processo de maturagao e fermentacéo dos graos de café.

Além do café, estudos realizados por Wang et al. (2008), utilizaram
microrganismos individuais na fermentacao de chas preto e verde, afim de encontrar

0 microrganismo que possui 0 melhor efeito sobre o aumento do teor de cafeina.
2411 Bactérias e sua influéncia na qualidade de bebida de café

A presencga de bactérias nos frutos e graos de café e sua atuagao no
processo fermentativo foi estudada em trabalhos pioneiros realizados por Pederson
e Breed, (1946) os quais isolaram Leuconostoc mesenteroides e duas espécies de
Lactobacilus e Streptococcus faecalis, porém esses autores descartavam o possivel
envolvimento das bactérias com a decomposicdo da camada mucilaginosa dos
graos. Vaughn et al. (1958) isolaram bactérias do grupo coliforme e espécies
pectinoliticas de Bacillus em café brasileiro e comprovaram que o numero destes
microrganismos aumentou significativamente durante a fermentacdo, de uma
populacao inicial de 10%-10° UFC/g para 10° UFC/g, apds 24 horas de fermentagao.

Estudos realizados por Pee e Castelein (1972) demostraram que
bactérias isoladas de café natural fermentado ndo apresentaram a capacidade de
degradar substancias pécticas. Enquanto Frank, Lum e Dela Cruz (1965) concluiram
que Erwinia dissolvens foi a principal responsavel pela degradagao da mucilagem de
cafés cereja.

Estudos de diversidade de microrganismos em frutos de café cereja,
relataram que na fase de secagem, as bactérias sdo o grupo mais abundante nos
frutos, seguindo-se dos fungos filamentosos e das leveduras (SAKIYAMA, 2001;
SILVA et al., 2000). Alguns trabalhos publicados ja comprovaram a presenga de
grandes quantidades de bactérias epifiticas e endofiticas de ocorréncia natural em

varios estadios de desenvolvimento em frutos de café (AVALLONE et al., 2001;



37

GENARI, 1999; RODARTE et al., 2011; SANTOS, 2008; SILVA et al., 2000; SILVA
et al., 2008; VILELA et al., 2010).

Alguns microrganismos epifiticos e endofiticos de ocorréncia natural
em frutos de café (como as bactérias) desempenham um papel importante na
producado de metabdlitos secundarios que interferem positiva ou negativamente na
qualidade da bebida (SANTOS, 2008). As bactérias habitam naturalmente os tecidos
de plantas saudaveis, incluindo seus frutos (JIMENEZ-SALGADO et al., 1997),
principalmente os maduros, os quais se constituem em excelente meio que favorece
o crescimento do microrganismo, devido a presenga de compostos como agucares,
proteinas, aminoacidos, acidos, trigonelinas, entre outros.

Jimenez-Salgado et al. (1997) estudando o isolamento de
microrganismos endofiticos em café, observaram a ocorréncia de bactérias
diazotréficas nos frutos e caracterizaram os isolados como pertencentes a espécie
Acetobacter diazotrophicus.

Genari (1999) observando as caracteristicas de crescimento e
producao de pectinases por Klebsiella oxytoca isolada de frutos de café relatou que
a presencga desse microrganismo na planta, bem como o efeito de suas atividades,
pode vir a contribuir para o desenvolvimento da melhoria da qualidade da bebida do
café. Enquanto Vega et al. (2005) avaliando a diversidade de bactérias endofiticas
isoladas de folhas, ramos, frutos e raizes de café, concluiu que 44% dos isolados
foram obtidos a partir dos frutos, sendo que, dos 87 diferentes isolados cultivaveis,
houve predominio dos géneros Bacillus, Burkholderia, Clavibacter, Escherichia,
Micrococcus, Pantoea, Pseudomonas, Serratia e Stenotrophomonas.

Estudos realizados nos ultimos 15 anos resultaram no isolamento de
bactérias dos géneros Aeromonas, Enterobacter e Pseudomonas (SILVA et al.,
2000), e das espécies Erwinia herbicola, Klebsiella pneumoniae e Lactobacillus
brevis (AVALLONE et al., 2001; 2002); Bacillusi cereus, B. subtilis, B. macerans, B.
polymyxa e B. megaterium (SILVA et al., 2008); Enterobacter agglomerans e
Lactobacillus plantarum (VILELA et al., 2010).

Pesquisas relataram a diversidade existente de microrganismos
associados aos frutos de C. arabica. Dessa forma, avaliagcbes complementares das
espécies de interesse que possam sintetizar ou transformar compostos responsaveis
pelo sabor e aroma na bebida, que apresentem valor para producao comercial de

cafés de qualidade superior, sdao de fundamental importancia para a cadeia
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produtiva da rubiacea no Brasil. Além disso, o fato do Brasil ter reduzido
consideravelmente o numero de exportagcdes para paises que tem investido em
cafés que apresentem qualidade superior na bebida, justifica os estudos pela

melhoria do produto.
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3 ARTIGO A

AMBIENTE DE PRODUCAOQO, MANEJO DE COLHEITA, POS-COLHEITA,
MICROFLORA ASSOCIADA AOS GRAOS E ATRIBUTOS DA QUALIDADE DE
BEBIDA DE CAFES

3.1 RESumMoO

Resumo: A incidéncia de microrganismos nas fases de pré e pos-colheita dos graos
de café, também, estdo relacionadas a qualidade de bebida. Dessa forma, o trabalho
buscou identificar a influéncia das caracteristicas do ambiente de cultivo, o manejo
de colheita e pds-colheita e da microflora associada aos atributos de qualidade de
bebida de amostras de cafés. Para isso foi aplicado um questionario aos produtores
finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parand’ e os dados foram correlacionados
com a avaliagao microbioldgica realizada nos graos de café. Para a classificagdo no
concurso, o café natural recebeu menor nota que o cereja descascado e micro lote.
Houve correlacao significativa e positiva entre todos os atributos da qualidade da
bebida e as altitudes do local de producdo das amostras. Nas analises
microbiolégicas foram observados os seguintes fungos: Aspergillus niger, Aspergillus
ochraceus, Penicillium sp., Cladosporium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp.,
Aspergillus flavus, Alternaria sp., Epicoccum sp., Aspergillus glaucus e Aspergillus
candidus, observou-se também a presenca de bactérias. Ao correlacionar a
contaminacdao de cada amostra com os atributos da bebida dos cafés verificou-se
correlagdes baixas ou inexistentes para a maioria dos microrganismos. Porém,
Penicillium sp. se correlacionou negativamente com a caracteristica bebida limpa,
dogura, corpo, sabor e balango, enquanto Alternaria sp. se correlacionou, também,
negativamente com o balango da bebida dos cafés. Verificou-se que as bactérias se
correlacionaram positivamente com a acidez na bebida.

Palavras-chave: Coffea arabica L. Analise microbiolégica. Qualidade de bebida.
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PRODUCTION ENVIRONMENT, CROP MANAGEMENT, POST-HARVEST, THE
ASSOCIATED MICROFLORA GRAINS AND QUALITY COFFEE DRINK

3.2 ABSTRACT

Abstract: The incidence of microorganisms in the pre and post-harvest grains are
also related to the quality of drinking. Thus, the study sought to identify the influence
of the characteristics of the growing environment, management of harvest and post-
harvest and microflora associated with the attributes of quality coffee drink samples.
For it was applied a questionnaire to producers finalists of the competition Coffee
Quality Parana and the data were correlated with the microbiological assessment
carried out of the coffee beans. For classification in the contest, the natural coffee
received smaller note that the peeled and micro batch cherry. There has been
significant and positive correlation between all cup quality attributes and the altitudes
of the local production of the samples. Microbiological analysis the following fungi
were observed: Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Penicillium sp.,
Cladosporium sp., Rhizopus sp., Fusarium sp., Aspergillus flavus, Alternaria sp.,
Epicoccum sp., Aspergillus glaucus and Aspergillus candidus, observed if also the
presence of bacteria. By correlating the contamination of each sample with the
attributes of the coffee drink it has been found low or no correlations for most
microorganisms. However Penicillium sp. correlated negatively with the characteristic
clean drink, sweetness, body, flavor and balance, while Alternaria sp. also negatively
correlated with the balance of the drink of coffee. It was also found that bacteria were
positively correlated with the acidity in drink.

Keywords: Coffea arabica L. Microbiological analysis. Quality drink.
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3.3 INTRODUCAO

Brasil, maior e mais importante pais produtor de café do mundo,
apresenta notavel diversidade no cinturdo cafeeiro, tanto nos modelos tecnolégicos,
como na qualidade (KAWASAKI, 2009). O café produzido no estado do Parana tem
sido considerado de baixa qualidade quando comparado com outras regides do
Brasil, prejudicando a comercializagdo e a rentabilidade da cafeicultura no estado
(DAL MOLIN et al., 2003).

Essa situacao esta relacionada a fatores como a falta de planos
consistentes para a recuperacao da area cafeeira apds as geadas; a queda no nivel
tecnoldgico e de investimentos; o uso inadequado de cultivares para cada regido; o
sistema de colheita e pds-colheita efetuado; a comercializagcdo, além da maneira
tradicionalista do cafeicultor tratar a cultura (LEROY et al., 2006; DAL MOLIN et al.,
2008).

Nesse contexto, o programa/concurso ‘Café Qualidade Parana’ foi
implantado em 2000, com o objetivo de motivar e conscientizar o produtor
paranaense do potencial da cafeicultura no que se refere a tecnologia de produgao,
incentivando a organizacéo, a valorizagao, a melhor visibilidade na comercializagao
do produto, melhorando assim a imagem e a qualidade do café paranaense (DAL
MOLIN et al., 2003; VOIGT-GAIR; MIGLIORANZA; FONSECA, 2013).

No concurso, as amostras recebidas s&o padronizadas e
caracterizadas segundo as categorias: natural (N), cereja descascado (CD) e
microlote (ML). As mesmas sao classificadas por tipo, peneira e umidade e,
posteriormente, sdo analisadas sensorialmente pela ‘prova de xicara’, segundo
metodologia da Specialty Coffee Association of America (SCAA, 2010).

A relagao existente entre o ciclo fenoldgico, as fases de maturacao e
florescimento, as caracteristicas da regido, e as condi¢gées edafoclimaticas onde é
cultivado Coffea arabica L. (BARDIN-CAMPAROTO; CAMARGO; MORAES, 2012)
pode estar altamente associada com a qualidade de bebida produzida.

A incidéncia de microrganismos nas fases de pré e pdés-colheita,
também, estdo relacionadas a qualidade de bebida do gréo, pois os frutos sempre
estdo expostos a uma grande diversidade, a exemplo de leveduras, fungos e
bactérias, que sob condi¢gdes favoraveis se desenvolvem e infectam os graos
(SCHMIDT; MIGLIORANZA; HOMECHIN, 2010). Trabalhos pioneiros foram
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publicados por Camargo (1936), o qual correlacionou o gosto ‘ruim’ do café com a
populagcdo microbiana presente nos graos, e Krug (1941) o qual destacou que, as
piores bebidas sdo as provenientes de frutos com maiores percentuais de
microrganismos, principalmente fungos, podendo ser encontrados mesmo no interior
dos graos.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi investigar a influéncia das
caracteristicas do ambiente de cultivo, do manejo de colheita e pos-colheita e da
microflora associada aos atributos de qualidade de bebida das 19 amostras de cafés

finalistas da fase estadual do concurso ‘Café Qualidade Parand’, edicao de 2011.

3.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi constituido de trés etapas principais: 1) a avaliagdo da
qualidade da bebida dos cafés classificados para a fase estadual do concurso ‘Café
Qualidade Parana 2011’, 2) o levantamento das condigbes de cultivo e pds-colheita
e, 3) a analise microbiologica dos gréos crus das amostras classificadas para a fase

final do concurso.

3.4.1 Avaliacédo da Qualidade de Bebida

Inicialmente, para o concurso ‘Café Qualidade Parana 2011°, foram
realizadas etapas regionais para selecdo das melhores amostras. As quais foram
classificadas para a etapa estadual, para que as premiagdes ndo se concentrassem
em uma ou poucas regides produtoras do Estado. Séo trés as categorias avaliadas
No concurso, na primeira concorrem os produtores que produzem café Natural (N),
por via seca, no qual o fruto se mantém intacto durante o processo de secagem que
pode ser em terreiros fixos, suspensos ou em secadores; na segunda, os cafés do
tipo Cereja Descascado/Despolpado (CD) o qual € preparado por via umida, ou seja,
€ retirada a casca e somente o grao com pergaminho € a mucilagem vai para a
secagem (BRASIL, 2003); e na terceira os cafés de Micro Lote (ML), produzidos por
pequenos agricultores, tanto do tipo N quanto CD. As amostras sdo entao
classificadas por tipo, peneira e umidade.

No ano de 2011, 19 amostras totais de cafés foram selecionados

para a etapa final que ocorreu no Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) no dia 25
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de outubro de 2011. Na etapa final foram premiados os cafés do primeiro ao quarto
lugar de cada categoria.

As avaliagdes foram realizadas por no minimo trés degustadores
oficiais, através de analise sensorial denominada ‘prova de xicara’ segundo
metodologia da Specialty Coffee Association of America - SCAA (SCAA, 2010). Os
atributos avaliados foram: bebida limpa, docgura, acidez, corpo, sabor, gosto
remanescente, balango e geral. Cada um dos atributos recebeu uma nota até oito,
somam-se os valores de todos as caracteristicas, acrescentando-se 36 para obter a
nota final do café, utilizando para isso a folha de prova oficial da Associacao

Brasileira de Cafés Especiais — BSCA.

3.4.2 Caracterizacao das Amostras de Café

Para a caracterizagcao edafoclimatica, de cultivo e de colheita foi
aplicado um questionario aos 19 produtores finalistas do concurso. As questdes
abordadas foram: 1) Municipio que se localiza a propriedade; 2) Cultivar do café
utilizado para o concurso; 3) Altitude média do talhdo de café; 4) Tipo de solo; 5)
Realizacdo ou ndo da analise quimica do solo e/ou foliar; 6) Idade do cafezal; 7)
Tipo de secagem; 8) O café passou por separagdo no tanque de lavagem; 9) A

colheita foi realizada no pano; 10) A colheita foi seletiva.

3.4.3 Analise Microbioldgica dos Graos

A avaliacdo microbiolégica dos grados verdes foi realizada no
Laboratério de Fitopatologia de Universidade Estadual de Londrina, nos meses de
junho e julho de 2012. Foi utilizado o método do blotter test (papel de filtro), que
consistiu na incubacdo dos frutos beneficiados em caixas plasticas tipo Gerbox®,
contendo uma folha de papel de filtro esterilizada e umedecida com agua destilada e
esterilizada, incubadas por sete dias, sob condigdes de temperatura controlada
(23°C £ 2°C) em regime alternado de luz (12/12 horas).

Foram avaliadas dez repetigbes para cada amostra com vinte graos
de café cada, escolhidos aleatoriamente. As avaliagdes foram realizadas no sétimo

dia da incubagdo com observagao dos microrganismos presentes desenvolvidos
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sobre os graos, sob microscopio estereoscopico e a identificagdo com base na
visualizagao das estruturas vegetativas, reprodutivas e colbnias.

Nos casos duvidosos foram preparadas laminas para observacio ao
microscopio otico baseada na classificagdo descrita por Barnett e Hunter (1972).
Adotado esse procedimento, foi anotada a quantidade de grdos contaminados com
cada género de fungo identificado e/ou bactéria e, posteriormente, os numeros
foram transformados para percentuais de contaminacao.

Para verificar a influéncia do cultivo, manejo na colheita e da
infeccdo por microrganismos nos atributos de bebida dos cafés foi realizada a

Andlise de Correlagao de Spearman com nivel de significancia de 5%.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3.5.1, sado apresentados os resultados da ‘prova da
xicara’ dos cafés finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Pode-se
verificar que os valores dos atributos sdo semelhantes, pois todos os participantes
foram vencedores nas etapas regionais, inclusive entre as trés categorias, assim nao
se verifica variagbes expressivas. A maior € a menor nota foram atribuidas a cafés
da categoria ML, sendo 85,9 e 72,7 respectivamente.

Dentre as classificagbes por categoria, sempre o ML obteve as
maiores notas e o N as mais baixas, isso se repete quase que invariavelmente para
os oito atributos avaliados. Esse fator pode estar relacionado a secagem natural ser
realizada pela exposicdo do café ao sol em terreiros, onde pode ocorrer maior
contaminagdo por microrganismos e fermentacédo, afetando a qualidade final da
bebida de café.

Comparando as categorias ML e N, dentro da mesma classificagao,
observa-se que do primeiro ao quarto classificados a categoria N teve a nota
reduzida pela dogura, acidez, sabor e geral. A partir do terceiro classificado, além
destes quatro atributos, a bebida limpa e o gosto remanescente, também,
contribuem para reduzir a nota da categoria N. No caso dos classificados em quarto
lugar, além dos seis atributos citados anteriormente, foram os atributos corpo e
balango os responsaveis pela diminuicdo da nota da categoria N em relacédo a ML
(Tabela 3.5.1).
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Tabela 3.5.1 — Classificagao dos cafés finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parana
2011’ e nota de seus respectivos atributos de qualidade de bebida. Londrina, 2015

Amostras . Bebida . Gosto o
finalistas Tipo Nota lim Dogura Acidez Corpo Sabor remanes- Balangco Geral Classificacdo
pa cente
01 N 84,1 6,8 5,8 6,0 59 59 59 5,8 4,8 1
02 CD 84,8 6,2 6,2 6,3 5,8 6,3 6,0 5,8 6,1 1
03 ML 85,9 6,8 6,3 6,2 5,8 6,3 5,8 6,0 6,6 1
04 N 824 6,0 59 5,8 5,8 5,5 57 5,8 6,1 2
05 CD 828 5,8 6,0 6,3 55 5,8 57 5,8 5,8 2
06 ML 83,5 6,0 6,2 6,0 5,8 5,8 57 5,8 6,2 2
07 N 792 53 5,2 53 57 53 53 5,5 55 3
08 CD 798 55 57 53 5,2 55 53 57 57 3
09 ML 834 6,3 6,2 6,3 57 5,8 55 55 6,1 3
10 N 743 50 4,8 4,7 4,8 4,8 4,7 4,7 4,8 4
11 CD 815 57 55 55 53 53 53 53 5,6 4
12 ML 82,3 5,8 6,0 5,8 6,0 5,8 5,6 57 5,8 4
13 ML 79,8 57 55 53 55 52 5,2 5,8 6,2 Desc.
14 ML 78,7 54 55 5,6 53 53 51 52 53 Desc.
15 ML 72,7 4,5 4,4 4,7 4,8 4,5 4,5 4,7 4,7 Desc.
16 ML 78,2 54 53 5,1 53 5,1 51 5,6 54 Desc.
17 N - - - - - - - - - Desc.
18 - - - - - - - - - - Desc.
19 CD 857 6,3 6,4 6,3 6,2 6,0 6,0 6,0 7,0 Desc.

Legenda: N (natural); CD (cereja descascado); ML (microlote); Desc. (Desclassificado).

Pelos resultados obtidos, pode-se observar que nao existe uma
cultivar que se destaque como produtora de café de melhor qualidade entre as
demais. Dessa forma, a constituicdo genética do cafeeiro e a provavel interagdo com
0 ambiente exercem papel importante nos atributos de qualidade da bebida. Assim,
para que a comparagao de qualidade seja melhor realizada deve ser utilizada uma
mesma cultivar com o fito de minimizar a influéncia genética (PEREIRA et al., 2010;
GAIR, 2012).

As altitudes nas quais foram produzidas as amostras classificadas
para a fase estadual do concurso variaram consideravelmente, de 480 a 1200
metros acima do nivel do mar (Tabela 3.5.2). Sediyama et al. (2001) nao
recomendaram o plantio de café arabica em altitude inferior a 500 m ou superior a
1200 m, devido as condi¢cbes de temperatura que podem ser desfavoraveis. Cafés
com melhor qualidade de bebida ocorrem preferencialmente em altitudes mais
elevadas (BARBOSA et al., 2011).
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Tabela 3.5.2 — Caracteristicas agrondmicas dos cafezais e manejo da colheita dos cafés

finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015

Amo_stras Municipio Cultivar Altitude Tipo de An'all_se
finalistas solo quimica
01 Mandaguari IPR-106 740 Argisolo Solo
02 Congonhinhas IAPAR-59 720 Argisolo  Solo e folha
03 Mandaguari Obata 880 Argisolo  Solo e folha
04 Grandes Rios Catuai verm. 670 Argisolo Solo
05 Apucarana Tupi 800 Argisolo  Solo e folha
06 Londrina Tupi 1200 Argisolo  Solo e folha
07 Apucarana Obata 829 Argisolo Solo
08 Cambé Sarchimor am. 670 Argisolo Solo
09 Santo Antdnio da Platina IAPAR-59 620 Argisolo Solo
10 Rolandia Catuai 600 Argisolo Solo
11 Grandes Rios MN e Acaia 650 Argisolo Solo
12 Cornélio Procépio IAPAR-59 660 Argisolo Solo
13 Jandaia do Sul IPR-98 700 Argisolo Solo
14 Grandes Rios Catuai e MN 650 Argisolo Solo
15 Cianorte MN 500 Arenoso  Solo e folha
16 Jesuitas IAPAR-59 480 Argisolo NI
17 Carlépolis MN e Catuai 560 Misto Solo
18 Jesuitas Tupi 88 500 Argisolo Solo
19 Curiuva MN 900 Argisolo  Solo e folha
Amostras Id Separado Colheita Tipo de
finalistas ade (anos) Secagem lavador no pano colheita
01 03 Terreiro Sim Sim Derrica
02 10 Secador Sim Sim Derriga
03 03 T. suspenso Nao Sim Derriga
04 05 Terreiro/Secador Nao Sim Derrica
05 05 Secador Sim Sim Derrica
06 04 Terreiro Sim Sim A dedo
07 04 Terreiro/Secador Sim Sim Derrica
08 07 T. suspenso Sim Sim A dedo
09 04 Terreiro Sim Sim A dedo
10 12 Terreiro Nao Sim Derriga
11 15-40 T. suspenso/Secador Sim Sim Derrica
12 10 Terreiro Nao Sim Derriga
13 2-3 T. suspenso N&o Sim A dedo
14 15-40 T. suspenso/Secador Sim Sim Derrica
15 02 T. suspenso/Estufa Sim Nao A dedo
16 05 T. suspenso Nao Sim Derrica
17 07 Terreiro Sim Sim Derrica
18 10 T. suspenso/Estufa Nao Sim A dedo
19 12 Terreiro/Secador Sim Sim A dedo

Legenda: MN (Mundo Novo); verm. (vermelho); am. (amarelo); NI (ndo informado); T. (terreiro).

Das 19 amostras de café classificadas, 17 sao originadas de

lavouras implantadas em solo de textura argilosa. A idade do cafezal é, em geral,

baixa com poucos cafezais com mais de dez anos de implantagéo, invariavelmente

os cafezais com mais de 10 anos usam as cultivares Mundo Novo, Catuai ou Acaia,

que sao suscetiveis a ferrugem do cafeeiro. Todos os produtores, exceto um que

nao informou, possuem a analise do solo de suas lavouras e seis deles fazem a

analise foliar para equilibrar a adubacao da lavoura (Tabela 3.5.2).
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E interessante notar que, das seis melhores notas obtidas para a
qualidade da bebida, quatro provem de lavouras onde, além da analise do solo é
feita a analise foliar. Outra carateristica determinante dos cafeicultores classificados
€ que 18 dos 19 fazem a colheita no pano.

A analise de correlacdo de Spearman evidenciou que existe
correlagdo positiva e significativa entre os atributos de qualidade da bebida e a
altitudes do local de produgdo das amostras (Tabela 3.5.3). Estudo realizado por
Laviola et al. (2007) mostraram de forma sintética que a elevacao do local de cultivo
do cafeeiro influencia a alocacido de fotoassimilados em frutos e folhas e, que na
altitude de 720 m, ha antecipagdo no acumulo de amido, agucares soluveis totais,
acucares redutores e agucares nao redutores em frutos de cafeeiro quando
comparados a mesma cultivar estabelecida a 900 metros de altitude. Resultados
contrarios foram obtidos por Joét et al. (2009) os quais julgaram ser improvavel

haver uma correlagao entre sabor e aroma de café a uma elevada altitude.

Tabela 3.5.3 — Correlagao entre altitude e atributos da qualidade da bebida dos cafés
finalistas do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015

Altitude Nota B.e bida Dogura Acidez Corpo Sabor Gosto Balango
limpa remanescente
Correlagédo (%)  72,292** 56,837* 64,641** 58,051* 67,789** 68,409* 76,188** 78,496**
Significancia 0,0016 0,0216 0,0068 0,0184 0,0039 0,0035 0,0006 0,0003

Legenda: * (p<0,05); ** (p<0,01).

Nas analises microbioldgicas foram observados os seguintes fungos:
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Penicillium sp., Cladosporium sp., Rhizopus
sp., Fusarium sp., Aspergillus flavus, Alternaria sp., Epicoccum sp., Aspergillus
glaucus e Aspergillus candidus, e a presenga de bactérias e mucor (Tabela 3.5.4).
Resultados semelhantes foram encontrados por Schmidt, Miglioranza e Homechin
(2010) os quais verificaram maiores percentuais de Alternaria sp., Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus e Aspergillus flavus em grdos de café originados de solos
basalticos no Parana, enquanto Silva et al. (2008), ao avaliarem C. arabica ‘Acai&’,
cultivado no estado de Minas Gerais, observaram nos graos uma quantidade de
Aspergillus sp. superior aos dos géneros Penicillium sp., Fusarium sp. e
Cladosporium sp.
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Tabela 3.5.4 — Infeccdo nas amostras pelos microrganismos e nivel de infecgdo das
amostras em porcentagem. Londrina, 2015

Amostras  Aspergillus  Aspergillus  Penicilium  Cladosporium  Rhizopus  Fusarium  Aspergillus

finalistas niger ochraceus sp. sp. sp. sp. flavus
01 85,0 16,0 22,5 19,0 65,5 1,5 0,0
02 29,5 27,0 46,5 32,0 13,5 3,5 1,5
03 100,0 16,5 12,0 50 94,5 0,5 1,5
04 87,0 4,5 21,5 27,0 68,0 2,0 0,5
05 13,0 14,0 54,0 47,0 31,5 1,5 1,0
06 43,0 10,0 11,0 12,0 68,5 3,5 0,0
07 75,5 6,0 18,0 20,0 41,5 3,5 0,5
08 49,0 20,0 32,0 55,0 69,5 55 0,5
09 65,0 21,5 23,5 16,0 59,0 3,0 2,5
10 46,5 67,0 100,0 61,0 69,0 3,5 0,0
11 73,0 12,0 77,5 7,5 67,0 1,0 0,5
12 94,5 31,0 19,0 13,5 82,0 1,5 4,5
13 100,0 0,5 92,5 0,5 0,0 0,0 0,0
14 43,5 10,5 47,0 43,5 83,5 2,5 1,5
15 16,5 35,5 76,0 99,5 92,5 0,5 1,0
16 100,0 1,5 35,5 0,0 47,5 0,0 1,0
17 93,5 8,5 20,0 15,5 57,5 0,5 1,5
18 100,0 7,5 6,0 6,0 72,0 0,0 3,5
Amqstras Alternaria Epicoccum Aspergillus Asper_gﬂlus Bactérias Mucor
finalistas sp. sp. glaucus candidus

01 1,0 0,0 2,5 1,5 0,0 0,0

02 1,5 0,0 12,5 0,0 15,5 6,0

03 0,0 0,0 0,5 0,0 0,0 0,0

04 0,0 1,0 0,0 0,0 1,5 0,5

05 1,0 1,5 0,0 0,0 25,0 10,0
06 0,0 1,0 0,0 0,0 4,0 8,0

07 1,5 0,5 2,0 3,0 0,5 1,0

08 50 55 2,5 8,5 0,0 0,0

09 1,0 1,5 0,5 0,0 3,5 1,0

10 13,5 6,0 1,5 0,0 0,0 0,0

11 0,0 0,0 11,0 0,5 3,0 0,0

12 3,5 2,0 3,5 6,5 0,0 0,0

13 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4,5

14 4,0 0,0 1,0 3,0 25 0,0

15 26,0 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0

16 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

17 1,5 2,5 0,0 10,5 1,0 0,0

18 0,0 0,5 0,5 0,0 0,0 15,0

A contaminagao microbiologica de cada amostra com os atributos de
qualidade sensoriais apresentou correlacdo negativa e significativa para a maioria
dos microrganismos. Porém Penicillium sp. se correlacionou negativamente com a
nota bebida limpa, docura, corpo, sabor e balango, enquanto Alternaria sp. se
correlacionou também negativamente com o balango da bebida dos cafés (Tabela
3.5.5). Penicillium sp. esta altamente associado em grdos de café beneficiados
(BATISTA; CHALFOUN, 2007), isso ocorre pelo fato de estarem adaptados a

ambientes com baixa umidade e poderem crescer em qualquer matéria organica que
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contenha grau de umidade em equilibrio com a umidade do ambiente, entre 65 e

90% (PASIN; ALMEIDA; ABREU, 2009).

Tabela 3.5.5 — Correlacdo entre os atributos da bebida dos cafés finalistas e
contaminag¢ao microbiologica. Londrina, 2015

Corziz/ia)gao Nota El,i?:]);ga Dogura Acidez Corpo Sabor Balango
Penicillium sp.  -51,565 -58,251 -59,964 -59,023 -50,374 -48,788
Significancia 0,0341 0,0141 0,0110 0,0126 0,0392 0,047
Alternaria sp. -50,71
Significancia 0,0377
Bactéria 60,018
Significancia 0,0109

Assim pode-se considerar que Penicillium sp. e Alternaria sp. séo
indesejaveis em cafés de alta qualidade. Desse modo, medidas de precaugao na
colheita, processamento, transporte e estocagem devem ser realizados para reduzir
a infeccao por estes microrganismos (BATISTA et al., 2009). Alves et al. (2013)
citaram que o processo de secagem é uma etapa fundamental para evitar o ataque
de microrganismos e de fermentag¢des que irdo comprometer a qualidade do café.

A contaminacgao por bactéria se correlacionou positivamente com a
acidez dos cafés. Contudo, ndao é possivel afirmar que os demais microrganismos
avaliados n&o prejudicaram a qualidade de bebida dos cafés, pois foram avaliados
apenas cafés finalistas do concurso estadual, sendo que se houvesse algum
prejuizo mais grave a bebida por contaminagdo microbiolégica a amostra nao

atingiria a fase final do concurso.

3.6 CONCLUSOES

A altitude do cafezal possui influéncia com os atributos avaliados da
qualidade da bebida.

Houve alta incidéncia de Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus e
Penicillium sp. em todas as amostras avaliadas.

Penicillium sp. prejudica a qualidade das caracteristicas bebida
limpa, dogura, corpo, sabor e balanco.

Alternaria sp. prejudica o balango da bebida.

As bactérias aumentam a acidez da bebida, justificando futuros

estudos para a elucidagao da interacao entre esses dois fatores.
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4 ARTIGO B

DIVERSIDADE FENOTIPICA E GENETICA DE BACTERIAS ASSOCIADAS
AOS GRAOS DE CAFES DE BOA QUALIDADE EM REGIAO SUBTROPICAL
UMIDA

4.1 RESUMO

Resumo: As bactérias sdo conhecidas por atuarem naturalmente nos processos
fermentativos, agindo na degradagdo da mucilagem de cafés cereja. O objetivo do
trabalho foi realizar a caracterizagdo morfoldgica e a utilizagdo da técnica molecular
PCR-RFLP em bactérias provenientes das amostras de café natural e cereja
descascado, do concurso ‘Café Qualidade Parana’ edi¢ao 2011. Para o isolamento
bacteriano, grédos de café moidos foram colocados para enriquecimento em meio
liguido Mineral Salt Medium com café por sete dias em shaker de bancada,
posteriormente a solugao foi plagueada em meios soélidos MSM + C e Nutriente
Agar. Apds crescimento foi observada grande diversidade de bactérias isoladas,
onde as mesmas foram repassadas para placas de Petri isoladas. As bactérias
foram avaliadas morfologicamente pelas caracteristicas fenotipicas, segundo a
forma, elevagao, borda, superficie, cor e tamanho das colbnias. Posteriormente,
foram realizadas a extragdo de DNA gendmico bacteriano, a amplificagdo do gene
16S rDNA por meio da técnica de PCR e o uso da técnica de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo, com quatro endonucleases de restrigcao.
Foi observada grande diversidade fenotipica e genotipica entre as bactérias
epifiticas e endofiticas isoladas de grdos de Coffea arabica L. Sendo isoladas 331
bactérias do meio de cultura NA e 308 do meio de cultura MSM+C. Com relagao a
caracterizagdo morfolégica, as formas mais encontradas foram as puntiformes e
circulares, a elevagao plana e convexa, a borda das colénias do tipo inteira, a
superficie lisa, a coloragdo branca com tamanhos de colbnias que variaram de 2 a 8
mm. Os maiores indices de diversidade Shannon-Wiener e Simpson’s foram
provenientes de amostras onde foi realizada a secagem do café em terreiro, em que
o café nao foi lavado e nao foi realizada colheita seletiva. A partir das médias dos
valores de altitude e os caracteres de qualidade de bebida, para os seis grupos
definidos a partir do dendrograma do meio de cultura NA, observou-se que o grupo
proveniente de areas com altitude de 707 metros apresentou os maiores valores
quanto as caracteristicas de bebida do café. Com os resultados obtidos através da
técnica PCR-RFLP os perfis de restricdo apresentaram grande diversidade. O
grande numero de fragmentos obtidos, em cada amostra no dendrograma, reflete a
diversidade da comunidade microbiana existente em decorréncia das diferentes
formas de secagem do grao e dos diferentes locais onde C. arabica foi cultivado.

Palavras-chave: Coffea arabica. PCR-RFLP. Bactérias. Qualidade de bebida.
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PHENOTYPIC DIVERSITY AND GENETICS OF BACTERIA ASSOCIATED WITH
GOOD QUALITY COFFEE BEANS IN HUMID SUBTROPICAL REGION

4.2 ABSTRACT

Abstract: Bacteria are known to act naturally in fermentation processes acting in the
degradation of mucilage coffee cherries. The aim of the study was the morphological
characterization and the use of molecular technique PCR-RFLP in bacteria from
samples of natural coffee and pulped, the contest 'Coffee Quality Parana' edition
2011. For bacterial isolation ground coffee beans were placed to enrichment in liquid
medium Mineral Salt Medium with coffee for seven days in a bench shaker, then the
solution was plated on semi-solid media MSM+C and Nutrient Agar. After growth was
observed diversity of isolated bacteria, where they were transferred to single petri
dishes. The bacteria were evaluated morphologically by phenotypic characteristics,
according to the form, elevation, edge, surface, color and size of the colonies.
Subsequently they were performed bacterial genomic DNA extraction, amplification
of 16S rDNA by means of PCR and the use of restriction fragment length
polymorphism technique with four restriction endonucleases. Great phenotypic and
genotypic diversity was observed among the epiphytic and endophytic bacteria
isolated from Coffea arabica beans L. Being isolated 331 bacteria from the culture
medium NA and 308 of MSM+C culture medium. Concerning the morphological
characterization, the most frequent forms were punctiform, circular, flat and convex
elevation, the edge of the entire colonies type, smooth, white colonies stained with
sizes ranging from 2 to 8 mm. The highest Shannon-Wiener's and Simpson diversity
index, were obtained from samples where the drying was performed on ground
coffee, wherein the coffee has not been washed and selective collection was not
performed. From the average of the altitude values and beverage quality traits for the
six groups defined from the dendrogram culture medium NA it noted that the group
having altitude of 707 meters had the highest values and the characteristics of coffee
drink. With the results obtained by PCR-RFLP technique the restriction profiles
showed great variability. The large number of fragments obtained in each sample in
the dendrogram reflects the diversity of existing microbial community as a result of
different forms of grain drying and the different places where C. arabica was grown.

Keywords: Coffea arabica. PCR-RFLP. Bacteria. Quality drink.
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4.3 INTRODUGAO

Os microrganismos estao naturalmente presentes em todas as fases
dos processamentos de pré e pds-colheita do café e podem influenciar na qualidade
da bebida, alterando os aromas e sabores particulares (VILELA et al., 2010).
Rodarte et al. (2011) citaram que a polpa de café e a mucilagem sao substratos
naturais para o crescimento de microrganismos. Essa microbiota epifitica e
endofitica encontrada desempenha papel de importancia devido a producdo de
metabdlitos secundarios (SPECIAN et al.,, 2014). A biodiversidade microbiana
presente nos frutos e graos de Coffea arabica e C. canephora depende de fatores
como a variedade, o método de processamento, fatores ambientais e da regido onde
a lavoura foi conduzida (BATISTA et al., 2009).

Estudos de diversidade de microrganismos em frutos de café cereja,
relataram que na fase de secagem, bactérias, fungos filamentosos e leveduras
podem ser facilmente isolados (SAKIYAMA, 2001; SILVA et al., 2000). Dessa forma,
as bactérias sao conhecidas por atuarem, naturalmente, nos processos
fermentativos, agindo na degradacdo da mucilagem de cafés cereja, sendo em
alguns casos o grupo mais abundante dentre os microrganismos (VILELA, 2011).

Alguns trabalhos publicados ja comprovaram a presenga de grandes
quantidades de bactérias epifiticas e endofiticas de ocorréncia natural em varios
estadios de desenvolvimento em frutos de café (AVALLONE et al., 2001; GENARI,
1999; RODARTE et al.,, 2011; SANTOS, 2008; SILVA et al., 2000; SILVA et al.,
2008; VILELA et al., 2010). Tendo sido isoladas as bactérias acido-laticas
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis
(PEDERSON e BREED, 1946; VAUGHN et al., 1958), as pectoliticas Erwinia
dissolvens, E. herbicola e Klebsiella pneumoniae (AVALLONE et al., 2002; VAN PEE
e CASTELEIN, 1972), Paenibacillus amylolyticus (SAKIYAMA, 2001), Klebsiella
oxytoca (VIANA et al.,, 1997), género Burkholderia (SANTOS; CRISTALES;
MELLADO, 2001) bactérias gram-negativa dos géneros Serratia, Enterobacter,
Acinetobacter e gram-positiva do género Bacillus (SILVA et al., 2008), entre Bacillus
subtilis 333, Tatumella ptyseos e B. megaterium 817 (RODARTE et al., 2011).
Também foram isoladas espécies de leveduras como Pichia kluyveri e Pichia
anomala (MASOUD et al., 2004).
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Existem crescentes preocupacdes com a eficacia nas técnicas de
identificacdo microbiana, porém podem ser utilizadas uma combinagao de técnicas
morfologicas, bioquimicas e moleculares baseadas em biologia molecular para a
correta caracterizagdo dos isolados (VILELA et al., 2010). Técnicas baseadas na
utilizacdo de marcadores moleculares vem sendo disseminadas para os estudos de
diversidade genética em um grande numero de microrganismos (STRALIOTTO e
RUMJANEK, 1999). Dessa forma, a atividade e identificagdo da microbiota pode ser
melhor estudada com o uso de técnicas e métodos moleculares disponiveis, com
vista também a melhoria do padréao de qualidade de bebida do café.

Técnicas de Biologia Molecular permitem a caracterizagdo mais
precisa das bactérias e estirpes, como a extragdo de DNA, PCR (SAIKI et al., 1988),
RFLP (LAGUERRE; MAZURIER; AMARGER, 1992) e eletroforese (KRYNDUSHKIN
et al., 2003). Essas técnicas levaram ao rapido acumulo de dados nas ultima
décadas, aumentando o conhecimento sobre a taxonomia de bactérias.

Uma das técnicas mais utilizadas na Micologia € a amplificacdo de
rDNA pela Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR), permitindo a amplificacédo de
regides especificas do genoma (RIBEIRO et al., 2009). Enquanto que na técnica
RFLP o rDNA é digerido com enzimas de restricdo, onde cada enzima reconhece
sequéncias especificas de nucleotideos, assim as diferengas na sequéncia de rDNA
dos individuos resulta em fragmentos de tamanhos distintos, que sdo separados
através de eletroforese em gel (CHRIST, 2007).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar a
caracterizagdo morfolégica e determinar a diversidade genética pela utilizagcdo da
técnica molecular PCR-RFLP em bactérias provenientes das amostras de café

natural e cereja descascado do concurso ‘Café Qualidade Parand’, edigéo 2011.

4.4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no periodo de janeiro de 2014 a outubro de
2015, no Laboratério de Bioquimica Molecular, vinculado ao Departamento de
Biotecnologia do Centro de Ciéncias Exatas e no Laboratério de Fitopatologia,
vinculado ao Departamento de Agronomia do Centro de Ciéncias Agrarias, ambos

pertencentes a Universidade Estadual de Londrina — PR.
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As nove amostras de sementes de café analisadas foram
provenientes de sete regides cafeeiras do estado do Parana, préximas ao trépico de
Capricornio: Apucarana (23° 33' 03" S 51° 27' 39" W), Cambé (23° 16' 33" S 51° 16
42" W), Congonhinhas (23° 33' 04" S 50° 33' 13" W), Curiuva (24° 01' 57" S 50° 27'
30" W), Grandes Rios (24° 08' 47" S 51° 30' 23" W), Mandaguari (23° 32' 51" S 51°
40' 15" W) e Rolandia (23° 18' 35" S 51° 22' 09" W).

Os municipios apresentam classificagdo climatica segundo Kdppen-
Geiger Cfa, subtropical umido. As amostras sao provenientes das utilizadas no
concurso ‘Café Qualidade Parand’, edigdao de 2011, sendo usados no estudo os

lotes finalistas na classificagao dos cafés naturais e dos cafés cereja descascado.

4 .4 1 Isolamento Bacteriano

As sementes dos cafés selecionados foram trituradas em moedor de
café da Cadence®, modelo MDR 301, por 2 minutos, posteriormente foram
colocadas em recipientes plasticos esterilizados e conservadas, para serem usadas
no enriquecimento do meio de cultivo para isolamento das bactérias.

No isolamento, foi utilizado meio de cultura enriquecido MSM
(Mineral Salt Medium) + café. Na solu¢do de MSM+C foram utilizados 2,4 g/L de
fosfato dissédico (NaxHPO4) + 2,0 g/L de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
+ 0,1 g/L de nitrato de amdnio (NH4sNO3) + 0,01 g/L de sulfato de magnésio (MgSQOs-
7H,0) + 0,01 g/L de cloreto de calcio (CaCly) + 10 g/L de café verde moido, contidos
em Erlenmeyer de 250 mL. A solucéo foi ajustada para pH de 6,8, sendo esterilizada
em autoclave vertical Phoenix Luferco®. Para o isolamento de bactérias nas
diferentes amostras de café do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’, foram
adicionados 10 g/L de cada amostra previamente triturada ao meio de cultivo
MSM+C esterilizado, sob condi¢cbes assépticas em camara de fluxo laminar. Foram
realizadas trés repeticdes por amostra. Posteriormente, as solugdes foram
incubadas em Shaker de bancada, durante o periodo de sete dias a 30°C com
rotacdo de 100 rpm para o enriquecimento do meio de cultivo com os
microrganismos endofiticos e epifiticos presentes nas diferentes amostras
analisadas.

Ao final do periodo de incubacdo, aliquotas do meio MSM+C

enriquecidas foram utilizadas para o isolamento de bactérias, como segue. Foram
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empregados dois meios diferentes para o plagueamento das suspensdes, sendo
eles: meio MSM + café verde e meio NA (Nutriente Agar). Para o preparo do meio
MSM + café foram utilizados 2,4 g/L de Na;HPO4 + 2,0 g/L de KH,PO4 + 0,1 g/L de
NHsNO;3 + 0,01 g/L de MgS0O4-7H,0 + 0,01 g/L de CaCl, + 15 g/L de agar + 10 g/L
de café verde moido. O meio NA foi composto por 28 g/L de nutriente agar
Himedia®. Os meios foram esterilizados em autoclave vertical Phoenix Luferco® e
posteriormente vertidos em placas de Petri.

Previamente ao plaqueamento das amostras enriquecidas sobre os
meios de cultivo MSM+C e NA, foi realizada uma diluicdo seriada das amostras
(1:10, v/v) em solucao salina esterilizada. Um volume de 9,0 mL de solugao salina
(8,5 g/L de cloreto de sodio) foi colocada em tubos de ensaio, sendo posteriormente
esterilizados em autoclave vertical Phoenix Luferco®. Uma aliquota de 1000 pL do
meio enriquecido de cada amostra foi adicionado em cada tubo de solucdo salina
agitando-se vigorosamente a solugdo, em seguida foram realizadas diluicdes
seriadas das amostras, de 10" a 10”. Das suspensdes 10° a 107, 100 uL foi
inoculado e espalhado com al¢a de Drigalsky em placas de Petri, contendo os meios
de cultura sélidos (NA e MSM+C), com trés repeticdes por diluicdo. As culturas
foram mantidas sob incubagao por 72 horas a 29°C, com fotoperiodo de 12 horas
em BOD ELETROIab®, observando-se diariamente a presenga ou auséncia de
crescimento bacteriano pela formacao de pelicula préxima a superficie no meio.

Apods crescimento foi observado grande diversidade das bactérias
nas placas de Petri. Foram utilizadas entdo as diluicdes 10°, 10° e 107, e com
auxilio de palitos de madeira esterelizados as mesmas foram repassadas para
placas de Petri com os meios MSM+C e NA sodlidos, em quadrados de 1 cm?
marcados com caneta permanente preta e mantidas sob incubacao por 72 horas a
29° C, com fotoperiodo de 12 horas em BOD ELETROIab®, para observacdo do
crescimento das col6nias.

Posteriormente, as bactérias foram isoladas em placas de Petri
individualmente com os meios MSM+C e NA e mantidas sob incubacdo por 72 horas
a 29° C, com fotoperiodo de 12 horas em BOD ELETROIab®. Em fluxo laminar foi
retirada uma pequena quantidade de bactérias com auxilio de alga bacterioldgica e
colocadas em tubos microtubo plastico graduados de 1,5 mL com 50% de agua
destilada e 50% de glicerol, e mantidas em freezer a -10°C para conservagao e

posterior avaliagdes.
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4.4.2 Caracterizacao Morfolégica dos Isolados

As bactérias foram avaliadas morfologicamente pelas caracteristicas
fenotipicas, segundo a forma: puntiforme, circular e irregular (Figura 4.4.2.1);
elevagao: plana, lente, convexa, drop-like, umbanada e umbilicada (Figura 4.4.2.2);
borda: inteira, ondulada, filamentosa, lobada, denteada e nenhuma (Figura 4.4.2.3);
superficie: rugosa, lisa e papilosa (Figura 4.4.2.4); cor: branco, amarelo, marrom,
rosa, verde, cinza, laranja e transparente e tamanho das colbénias: < 2 mm, entre 2 a

8 mme >8 mm.

XY °0 7

Puntiforme Circular Irregular

Figura 4.4.2.1 — Classificagao que as coldnias bacterianas podem apresentar de

acordo com a fprma
Fonte: COSTA JUNIOR et al., 2010.

Plana Lente Convexa Drop-like Umbanada Umbilicada

Figura 4.4.2.2 — Classificagao que as coldnias bacterianas podem apresentar de

acordo com a elevacéao
Fonte: COSTA JUNIOR et al., 2010.

&y
O O O 30
Inteira Ondulada Filamentosa Lobada Denteada Nenhuma
Figura 4.4.2.3 — Classificagao que as coldnias bacterianas podem apresentar de

acordo com a borda da colbnia
Fonte: COSTA JUNIOR et al., 2010.

Bugosa Lisa  Papilosa

Figura 4.4.2.4 — Classificagao que as coldnias bacterianas podem apresentar de

acordo com o aspectos da superficie da colénia
Fonte: COSTA JUNIOR et al., 2010.
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Os dados morfolégicos dos isolados bacterianos, dos meios MSM+C
e NA, foram submetidos a analise de agrupamento hierarquico UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic averages) utilizando a distédncia de Jaccard.
Também foram calculados os indices de diversidade Shannon-Wiener (H’)
(MAGURRAN, 1988) e Simpson’s (SD) (SIMPSON, 1949). Sendo o primeiro indice
obtido pela férmula pela férmula: H' = -5 (pi) (loge pi), onde pi= (ni / N) é a
probabilidade de que um individuo amostrado pertenca a espécie i; n; = n° total de
individuos da espécie i; N = n° total de individuos amostrados na area; a
equitabilidade (uniformidade) foi obtida segundo a férmula: E' = H' / loge S, onde S =
n°® de espécies (OLIVEIRA e AMARAL, 2004), enquanto o segundo pela férmula: D =
1 — % (ni (ni =1) / N(N-1)), onde n é o numero de individuos amostrados para a
espécie i; e N é o total de individuos amostrados em um levantamento (LIBANO e
FELFILI, 2006). Posteriormente os indices foram correlacionados com os dados de
qualidade do café por meio da correlagao simples de Pearson e canénica. Todas as

analises foram realizadas pelo programa computacional R.

4.4 3 Extracao do DNA Microbiano

Para extracdo do DNA foram utilizadas as bactérias que
apresentaram maiores variagdes nas caracteristicas morfolégicas segundo a matriz.
Inicialmente, os trabalhos se iniciaram com um total de 120 isolados bacterianos. O
procedimento consistiu em multiplicar as células bacterianas colocando 100 uL da
cultura criopreservada em tubos de ensaio no qual continham 5 mL de meio liquido
DYGS, constituido por 2 g/L de glicose + 1,5 g/L de peptona bacteriolégica + 2 g/L
de extrato de levedura + 0,5 g/L de K;HPO4 + 0,5 g/L de MgSO4-7H,0 e incubadas
em Shaker de bancada, durante o periodo de quatro dias a £+30°C com rotacéo de
180 rpm.

O protocolo base utilizado no trabalho foi descrito por Cheng e Jiang
(2006). 1000 uL da suspensao celular foi transferido para um microtubo plastico (1,5
mL Vol.), centrifugado a 12.000 rpm por 2 min e retirado o sobrenadante, deixando
apenas o precipitado de células. As células foram adicionadas de 400 uL de tampao
STE (1,0 mL Tris HCI, 1M, pH 8,0 + 0,2 mL EDTA, 0,5 M, pH 8,0 + 2,0 mL NaCl 5M
para volume final de 100 mL) sendo entdo re-suspendido em agitador tipo vortex.

Novamente a suspenséo foi centrifugada na mesma condigao acima. O precipitado
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de células foi re-suspendido em 200 pL de tampéao TE (1,0 mL Tris HCI, 1M, pH 8,0
+ 0,2 mL EDTA, 0,5 M, pH 8,0 para volume final de 100 mL) e agitado em vortex.
Tris-fenol saturado (100 pL) foi adicionado a suspensdo bacteriana contendo TE e
agitou-se rigorosamente em vortex durante 1 min. Posteriormente, centrifugou-se a
16.000 rpm a 5 °C durante 5 min, a fim de separar a fase organica da fase aquosa.
160 uL da fase aquosa foi transferido para um novo microtubo plastico e adicionado
40 pL de tampao TE para obter um volume final de 200 uL. Foi adicionado 100 uL de
cloroférmio e centrifugado a 16.000 rpm a 4 °C por cinco minutos. Os ultimos trés
passos realizados (transferéncia de 160 uL, adicdo de 40 yL de TE e 100 pL de
cloroféormio e centrifugacao) foram repetidos cerca de trés vezes ou até nao se
observar mais a interface branca de proteina que separa a fase aquosa da fase
organica. Apos as repeticbes dos processos, foi transferido 160 yL da fase aquosa
superior para um novo tubo microtubo plastico e adicionado 40 uL de tampao TE e 5
ML de RNase (10 mg/uL). Os tubos foram entao incubados em banho-maria a 37 °C
durante dez minutos para digerir o RNA. Foi adicionado entdo 100 pL de cloroférmio
e centrifugado a 16.000 rpm por cinco minutos. Por fim, foram transferidos 150 uL da
fase aquosa para um microtubo plastico limpo e armazenado a -20°C para posterior
avaliagdes.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 0,8%, em uma cuba
modelo LCH — 13x15 Loccus Biotecnologia® com uma aliquota de 5 uL de DNA
adicionada de 2 yL de tamp&o de carregamento 6X (0,25% azul de bromofenol, 30%
glicerol e TBE 0,5X) e 5 pL de marcador universal (100 ng/uL) LGC Biotecnologia®,
sendo conduzida em tamp&o TBE 0,5X, a 90 V por 1 hora. Os géis foram corados
com brometo de etideo 0,5 g/mL durante 30 minutos, e descorados em agua Milli-Q
(2 vezes / 30 minutos). O DNA foi visualizado sob luz UV e a imagem foi
documentada em aparelho fotodocumentador Alphalmager Mini Cell Biosciences® e
analisada através do software Alphalmager Mini®.

O DNA foi quantificado por espectrofotometria, usando o
equipamento NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Fisher Scientific, EUA).

4.4.4 Amplificacdo do Gene 16S rDNA

Os DNAs extraidos e quantificados dos microrganismos foram

amplificados pela reacdo de PCR com oligonucleotideos iniciadores, especificos
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para o gene 16S rRNA bacteriano sendo Y1, 5 - TGGCTCAGAACGAAC-GCT
GGCGGC - 3’ (localizagao em Escherichia coli: bases 8 a 27) e Y3, &' -
CTGACCCCACTTC-AGCATTGTTCCAT - 3', que amplificam praticamente toda a
regido do DNA (1.500 pares de bases, pb) que codifica o0 gene16S rRNA (CHEN et
al., 2000).

Nas condi¢des para a reagao de PCR foram utilizados: 37,3 pL de
H,O Milli Q estéril, 5 uL de tampao PCR 10X, 1 yL de DNTP (10mM), 2,2 uL de
MgCl, (50 mM), 1,5 uL do oligonucleotideo iniciador P4 (Y41 - 20 pmol), 1,5 pyL do
oligonucleotideo iniciador P, (Y3 - 20 pmol), 0,5 uL de Taq DNA polimerase (5 U/uL"
Y e 1 uL de DNA molde com um volume final de 50 pL.

As reagbes de amplificagdo foram realizadas em termociclador,
sendo descrito por Young et al. (1991), consistindo de: 1 ciclo inicial de
desnaturagao a 93°C por 5 minutos; 93°C por 45 segundos, 64°C por 45 segundos e
72°C por 2 minutos, totalizando 35 ciclos e um ciclo de extensao final de 72°C por 5
min. Ao final do programa as amostras permaneceram no aparelho a 4°C até serem
retiradas.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,0%, em cuba
modelo LCH — 13x15 Loccus Biotecnologia® com uma aliquota de 5 L dos produtos
de PCR adicionada de 2 uyL de tamp&o de carregamento 6X (0,25% azul de
bromofenol, 30% glicerol e TBE 0,5X) e 5 uL de marcador universal (100 ng/pL) LGC
Biotecnologia®, sendo conduzida em tamp&o TBE 0,5X, a 90 V por 1:30 h. Os géis
foram corados com brometo de etideo 0,5 g/mL durante 30 minutos, e descorados
em agua Milli-Q (2 vezes / 30 minutos), e posteriormente, fotografados utilizando o
sistema digital. O DNA foi visualizado sob luz UV e a imagem foi documentada em
aparelho fotodocumentador Alphalmager Mini Cell Biosciences® analisada através

do software Alphalmager Mini®.

4.4.5 Uso da Técnica de Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restrigao

Para o trabalho de RFLP, foram utilizados 5 pL do produto
amplificado digeridos com as endonucleases de restricdo EcoRI, Ddel, Mspl e Rsal
(Tabela 4.4.5.1). Onde Rsal e EcoRI foram aplicadas juntas sendo que o mix para
cada amostra foi preparado com 0,5 pyL de Rsal + 0,5 pL de EcoRI + 1 pyL de 10X
Buffer H + 3 pL de H;O Milli Q Estéril. Para Ddel e Mspl as amostras foram
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preparadas de acordo com o designado pelo fabricante. Ao final da mistura, as

reacdes foram centrifugadas por 15 segundos e colocadas em bancada ‘over night’.

Tabela 4.4.5.1 — Sitios de corte das enzimas de restricdo e suas respectivas cepas

padrao
Enzimas Sitios de corte Cepa padrao
EcoRl g ) S}AFAAES ] g Escherichia coli RY 13
Ddel o :::g/mﬁfg: - Desulfovibrio desulfuricans
Mspl g ggccqg ] g Moraxella sp.
Rsal g : g;:?g _ g Rhodopseudomonas sphaeroides

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 1,0%, com uma
aliquota de 5 pL dos produtos de RFLP adicionada de 2 uyL de tampéao de
carregamento 6X (0,25% azul de bromofenol, 30% glicerol e TBE 0,5X) e 5 pL de
marcador universal (100 ng/uL) LGC Biotecnologia® sendo conduzida em tamp&o
TBE 0,5X, a 90 V por 1:30 h. Os géis foram corados com brometo de etideo 0,5
g/mL durante 30 minutos, e descorados em agua Milli-Q (2 vezes / 30 minutos), e
posteriormente, fotografados utilizando o sistema digital.

Um mapeamento dos sitios de restricdo para cada enzima utilizada
foi realizada com o intuito de individualizar e permitir a construcdo de uma matriz
geral dos estados dos caracteres, sendo a presenga ou auséncia de sitios de
restricdo (AMORIM, 1997; CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009). Os
resultados foram analisados pelo programa estatistico Genes e submetidos a analise
de agrupamento hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method using

Arithmetic averages) utilizando a distancia de Jaccard.
4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das nove amostras provenientes do concurso ‘Café Qualidade
Parana 2011’ e obtidos por métodos de processamento pds-colheita natural e cereja
descascado, foram isoladas 331 bactérias no meio de cultura NA e 308 no meio de
cultura MSM+C. Uma grande diversidade de bactérias foi obtida devido a utilizagéo
de dois meios de cultura, sendo que alguns meios s&o seletivos para determinados

géneros de bactérias.
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Sakiyama et al. (2003) trabalhando com o meio de cultura NA,
constataram a colonizacao epifitica e endofitica de frutos de café arabica por
bactérias metilotréficas facultativas de pigmentacéo rosea. Trabalhos realizados por
Sun et al. (2014) e Cycon, Wdjcik e Piotrowska-Seget (2011), também, observaram o

crescimento de bactérias isoladas de agua e solo em meio de cultura MSM.
4.5.1 Caracterizagado Morfolégica

A caracterizacdo morfolégica de isolados bacterianos fornecem
importantes informacdes para questdes de identificacdo e isolamento. Quanto a essa
caracterizacao, foi observado que para a forma das bactérias para os meios de
cultura NA e MSM+C, 54% e 24% foram puntiformes, 20% e 52% foram circulares e
25% e 24% foram irregulares, respectivamente (Figura 4.5.1.1 a).

Cunha et al. (2013) trabalhando com isolados bacterianos de
Brachiaria sp. em meio de cultura DYGS, também, apresentaram maior percentagem
de isolados com forma circular. Para a caracteristica tipo de elevagao as maiores
percentagens foram observadas para o tipo plana 41% e 38%, e convexa 25% e
40% respectivamente (Figura 4.5.1.1 b).

A elevagao na col6nia é definida como uma diferenca significativa
entre a altura da colénia em relagéo ao nivel do meio de cultura, quando exibida a
presenca de muco, essa € comumente associada a caracteristica de elevagao das
colénias bacterianas (COSTA JUNIOR et al., 2010).

Quanto a borda foi observado que 64% eram inteiras para NA e
58% para MSM+C, enquanto que para o tipo de borda lobada apenas 3% foram
encontradas em NA e 0% para MSM+C (Figura 4.5.1.1 c).

Para o tipo de superficie das bactérias isoladas em NA, 22% eram
rugosas, 70% eram lisas e 6% eram papilosas, enquanto que para MSM+C 10%
eram rugosas, 77% eram lisas e 13% eram papilosas (Figura 4.5.1.1 d). Maior
porcentagem de isolados bacterianos com superficie das colbnias lisas, também, foi

encontrada em trabalho realizado por Cunha et al. (2013).
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Figura 4.5.1.1 — Gréficos representando o numero de isolados obtidos nos meios de
cultura NA e MSM+C, de acordo com as caracteristicas das colbnias: forma (a),
elevagao (b), borda (c), superficie (d), coloragéo (e) e tamanho (f), provenientes de
nove amostras de café do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015
NA: Nutriente Agar; MSM: Mineral Salt Medium + café
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Com relacao a cor das bactérias inicialmente foram atribuidas cerca
de 24 cores diferentes com diferencas apenas de tons, sendo uns mais claros
enquanto outros mais escuros. Como o numero de cores observados foi alto reduziu-
se essa quantidade de cores para sete apenas para serem observadas resultados
mais sucintos, trés cores entdo foram as que prevaleceram nos resultados
observados sendo, branca, amarelo e marrom.

Dessa forma, para os meios de cultura NA e MSM+C temos 86% e
42% sao brancas, 12% e 9% amarelas e 0,6% e 38% marrons, respectivamente
(Figura 4.5.1.1 e). Observou-se, também, que houve cores encontradas em meio de
cultura NA que nao eram observadas em MSM+C, o contrario também foi
observado.

Para o tamanho das col6nias nos meios de cultura NA e MSM+C,
foram encontrados 22% e 32% menores que 2 mm, respectivamente, 54% e 52%
entre 2 e 8 mm, e 25% e 14% maiores que 8 mm (Figura 4.5.1.1 f).

As informagdes adquiridas pela caracterizagdo morfologica sé&o
muito importantes no processos de selecao de isolados bacterianos, pois constituem
etapa inicial para a identificacdo (CHAVES, 2013).

4.5.2 Caracterizacado por PCR-RFLP

O estudo de um grande numero de representantes das populagdes
de isolados bacterianos pode tornar-se viavel com o agrupamento morfolégico de
individuos semelhantes (COSTA JUNIOR et al., 2010). Os dendrogramas de
similaridade estao representados nas Figuras 4.5.1.2 € 4.5.1.3.

O dendrograma gerado a partir dos dados morfoldgicos dos isolados
bacterianos do meio NA, a uma distancia genética de 0,5, mostrou seis grupos
fenotipicos diferentes, enquanto que para o meio de cultura MSM+C a uma distancia

genética de 0,58 foram observados oito grupos fenotipicos distintos.
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Figura 4.5.1.2 — Agrupamento hierarquico UPGMA de 331 isolados bacterianos
provenientes do meio NA de nove amostras de café do concurso ‘Café Qualidade

Parana 2011’, com base em suas caracteristicas morfologicas. Londrina, 2015
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Figura 4.5.1.3 — Agrupamento hierarquico UPGMA de 308 isolados bacterianos
provenientes do meio MSM+C de nove amostras de café do concurso ‘Café
Qualidade Parana 2011°, com base em suas caracteristicas morfolégicas. Londrina,

2015
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Quanto aos indices de diversidade de Shannon-Wiener (H) e
Simpson’s (SD) para os isolados do meio de cultura NA e MSM+C, provenientes de
nove amostras de café do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’ (Tabela 4.5.1.1),
foram ressaltados os maiores valores para a amostra 11F01, no meio NA com um
indice de 3,51 para H’ e 0,97 SD e no meio MSM+C com indice de 4,04 para H’ e
0,98 para SD. No lote proveniente dessa amostra foi realizada a secagem em
terreiro, em que o café nao foi lavado e ndo foi realizada colheita seletiva.

Os menores valores foram observados na amostra 11F13, no meio
NA com um indice de 2,18 para H’ e 0,87 SD e no meio MSM+C com indice de 1,43
para H e 0,72 para SD. Nesse lote o café foi proveniente de secagem em secador,
sendo o café lavado e realizada colheita seletiva. Estes resultados sugerem que
graos de café provenientes desse processamento pos-colheita possuiram menores
indices de diversidade de microrganismos presentes.

A microbiota envolvida no processamento "seco" € muito mais
variadas e complexas do que aquelas encontradas durante a fermentacdo molhada,
mas o efetivo papel de cada um dos grupos de microrganismos durante a

fermentagao de café ndo depende somente desse fator (SILVA et al., 2008).

Tabela 4.5.1.4 — indices de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e Simpson’s (SD)
para os isolados do meio de cultura NA e MSM+C, provenientes de nove amostras
de café do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015

MEIOS DE CULTURA

AMOSTRAS NA MSM+C

H’ SD H’ SD
11F01 3,51 0,97 4,04 0,98
11F05 2,52 0,91 3,37 0,96
11F07 2,49 0,88 3,00 0,94
11F09 2,85 0,93 2,10 0,86
11F11 2,94 0,92 2,64 0,92
11F12 3,13 0,94 2,71 0,91
11F13 2,18 0,87 1,43 0,72
11F15 2,90 0,93 1,99 0,83
11F17 2,95 0,94 2,98 0,94

NA: Nutriente Agar; MSM+C: Mineral Salt Medium e café; H': Indice de diversidade de Shannon-
Wiener; SD: Indice de diversidade de Simpson’s.

Para os seis grupos fenotipicos definidos a partir do dendrograma do
meio de cultura NA, foram realizadas as médias de altitude e dos caracteres de

qualidade de bebida das nove amostras de café. Nessa analise foi observado que
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para altitude, o maior valor foi encontrado no grupo 1 dos isolados bacterianos, com
uma meédia de 744 metros.

Para os caracteres de qualidade de bebida (Tabela 4.5.1.2), os
maiores valores observados foram encontrados para bebida limpa no grupo 3 (5,90),
para dogura no grupo 5 (5,68), para acidez no grupo 5 (5,67), para corpo no grupo 1
e 5 (5,51), para sabor no grupo 5 (5,50), para gosto remanescente no grupo 5 (5,48)
e para balango no grupo 5 (5,53). Notou-se que o grupo 5, o qual possui altitude
média de 707 metros, foi o que apresentou os maiores valores quanto as
caracteristicas de bebida do café, excluindo apenas bebida limpa. A influéncia que a
altitude exerce sobre as caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais do café é um
fator importante. Trabalhos publicados por Joet et al. (2009), Silva et al. (2004) e Dal
Molin et al. (2008) buscaram uma relacao da altitude do cafezal com boa qualidade
de bebida. Gair (2012) concluiu em seu trabalho que cafés produzidos a partir de
cafeeiros localizados em altitudes acima de 900 metros apresentaram melhor

qualidade de bebida.

Tabela 4.5.1.5 — Médias dos valores de altitude e os caracteres de qualidade de
bebida, para os seis grupos definidos a partir do dendrograma do meio de cultura
NA, de isolados de nove amostras de café do concurso ‘Café Qualidade Parana
2011°. Londrina, 2015

CARACTERISTICAS G1 G2 G3 G4 G5 G6
ALTI 744 683 675 696 707 742
BEL 5,57 5,50 5,90 5,77 5,78 5,56
DOC 5,46 5,43 5,30 5,49 5,68 5,44
ACI 5,50 5,50 5,35 5,48 5,67 5,47
COR 5,51 5,20 5,35 5,44 5,51 5,50
SAB 5,42 5,30 5,35 5,42 5,50 5,45
GOSR 5,37 5,23 5,30 5,38 5,48 5,37
BAL 5,46 5,26 5,25 5,43 5,83 5,46

ALTI: Altitude; BEL: Bebida limpa; DOC: Dogura; ACI: Acidez; COR: Corpo; SAB: Sabor; GOSR:
Gosto remanescente; BAL: Balango; G: Grupo.

A partir dos sete grupos fenotipicos definidos pelo dendrograma do
meio de cultura MSM+C, foi observado que o grupo 7 (o qual possui dois isolados
bacterianos) apresentou os maiores valores de média quanto a altitude e as
caracteristicas de qualidade de bebida, enquanto que os menores valores foram

observados no grupo 5 (possui apenas um isolado) (Tabela 4.5.1.3).
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Tabela 4.5.1.3 — Médias dos valores de altitude e parametros de qualidade de
bebida, para os sete grupos definidos a partir do dendrograma do meio de cultura
MSM+C, de 308 isolados provenientes de nove amostras de café do concurso ‘Café
Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015

CARACTERISTICAS G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

ALTI 711 693 668 683 600 670 750
BEL 5,78 5,66 5,37 5,37 5,00 551 6,81
DOC 5,63 5,53 5,23 5,26 4,82 571 5,81
ACI 5,62 5,45 4,54 5,25 4,70 532 6,00
COR 5,47 5,37 5,20 5,24 4,80 520 5,90
SAB 5,55 5,47 5,18 5,26 4,80 550 591
GOSR 5,47 5,36 5,11 5,15 4,71 533 5,90
BAL 5,53 4,79 5,18 5,18 4,72 572 5,80

ALTI: Altitude; BL: Bebida limpa; DOC: Dogura; ACI: Acidez; COR: Corpo; SAB: Sabor; GOSR: Gosto
remanescente; BAL: Balango; G: Grupo.

Com relagao aos coeficientes de correlagcédo entre os caracteres de
qualidade de bebida e os indices de diversidade de H e SD para altitude este
somente se correlacionou positivamente com a caracteristica de qualidade de bebida
corpo (0,78* a 1%), enquanto que para os indices de diversidade H e SD nos meios

de cultivo NA e MSM+C apresentaram correlacéo negativa a 1% (Figura 4.5.1.4).

Tabela 4.5.1.7 — Coeficientes de correlagao entre os caracteres de qualidade de
bebida e os indices de diversidade de Shannon-Wiener (H’) e Simpson’s (SD) para
nove amostras do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’. Londrina, 2015

CARAC.  BEL ~ DOG  ACI COR SAB GOSR BAL HNA M psna | DS
ALTI 044™ 055" 063" 078" 058" 063" 066" -0,67 -0,72* -0,72*  -0,70*
BEL 0,76* 0,80 0,78* 081" 089"  0,74* -0,66*  -0,69* -046"° -0,37"°
DOC 0,93* 0,76* 091* 092" 090~ -0,72* -059"°  -0,71*  -0,66*
ACI - 079* 092" 095 085" -058" 052" 073 -063"
COR 0,76* 089"  083* -0,73*  -074*  -0,76* -0,65"°
SAB - 0,94* 085" -0,64"° -055" 050" -041"
GOSR 091  -0,70*  -065"°  -0,68* -056"°
BAL -0,83* 0,73  -072* -0,58"°
H' NA - - - - - - - - 0,95 057"  0,56"°
H MSM+C - - - - - - - - - 053" 053"
DS NA - - 0,93**

ALTI: Altitude; BL: Bebida limpa; DOC: Dogura; ACI: Acidez; COR: Corpo; SAB: Sabor; GOSR: Gosto
remanescente; BAL: Balango; H': Indice de diversidade de Shannon-Wiener; DS: Indice de
diversidade de Simpson’s.

Todas as caracteristicas de qualidade de bebida apresentaram
correlagao positiva entre si, em 1% ou 5%. Todas as caracteristicas de qualidade de

bebida apresentaram correlacdo negativa com os indices de diversidade H e SD
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para os dois meios de cultura avaliados. Foram observadas correlagbes positivas
para o indice de diversidade H NA com H’ MSM+C e para SD NA com SD MSM+C.
Na correlagado candnica busca-se encontrar um pequeno numero de
combinagdes lineares, para cada um dos conjuntos, de modo a maximizar as
correlagdes possiveis existentes nos dois grupos estudados. Para os coeficientes de
correlagbes candnicas e pares candnicos estimados entre os caracteres
relacionados aos indices nos dois meios de cultura e os caracteres relacionados a
altitude e qualidade de bebida, foi possivel observar relagéo positiva no grupo | para
H’ NA (0,21) e H MSM+C (0,64) com bebida limpa no grupo 2 (0,21) no primeiro par
candnico. E para o segundo par canénico também foi notada uma relagao entre H’
NA (1,12) no grupo | com dogura (0,40) no grupo Il. Correlagdo positiva foi
observada no 1° par canodnico (0,91). Essas analises permitiram observar que os
grupos considerados néo sao independentes e que as associagdes intergrupos sao

estabelecidas para algumas caracteristicas.

Tabela 4.5.1.5 — Coeficientes de correlagdes candnicas e pares candnicos
estimados entre os caracteres relacionados ao indice de Diversidade de Shannon-
Wiener (Grupo |) e caracteres relacionados a qualidade de bebida de nove amostras
do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’ (Grupo Il). Londrina, 2015

PAR CANONICO

GRUPO CARACTERISTICAS 7 56
| H' NA 0,47 1,12
H MSM+C 0,64 -1,03
ALTI -0,33 -0,66
I BEL 0,21 -1,9
DOC -0,56 0,40
COR -0,39 1,6
CORRELACAO 0,91* 0,44"°

H': indice de diversidade de Shannon-Wiener; ALTI: Altitude; BEL: Bebida limpa; DOC: Docura; COR:
Corpo.

4.5.2 Caracterizagao por PCR-RFLP

Dos 120 isolados bacterianos iniciais aos trabalhos, apenas 69
foram levados para a caracterizagdao por PCR-RFLP. Isso ocorreu devido a nao
sobrevivéncia de alguns isolados durante o periodo de preservagdo, o que pode
indicar a dependéncia de compostos presentes nos frutos de café e que néo
puderam ser fornecidos na formulagcdo da suspensao do meio liquido MSM+C. O

mesmo foi observado por Chaves (2013) em bactérias endofiticas. Nesse aspecto,
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existem grandes quantidades de procariontes que nao podem ser isolados devido a
impossibilidade de cultivo in vitro, sendo um dos fatores, dentre varios, o
desconhecimento das necessidades nutricionais desses microrganismos
(ELBELTAGY et al.,, 2001). Outro fator que reduziu o numero de isolados
bacterianos nessa etapa foi a auséncia de material genético suficiente para as
extragdes de DNA, resultando em géis de eletroforese sem a obtencao de fragmento
esperado para prosseguir com as analises de PCR.

Para a quantificacdo de DNA realizada pelo NanoDrop®, os valores
variaram de 1,40 a 1,98 para o parametro analisado Abszsonm/AbS280mn, 0S quais sao
comprimentos de onda que absorvem os acidos nucléicos, proteinas e fenois e
medem o grau de pureza do DNA e do RNA, no qual um valor proximo de 1,8
corresponde normalmente a uma amostra ‘pura’.

O DNA genbmico de 69 isolados bacterianos foi entdo extraido e
submetido a reacdo de PCR com os pares de oligonucleotideos iniciadores Y1 e Y3,
no qual o produto dessa reagédo corresponde ao gene 16S rDNA quase completo
(Figura 4.5.2.1). Do mesmo modo, Magnani (2005) trabalhando com isolados
bacterianos endofiticos de cana-de-agucar, utilizaram os oligonucleotideos Y1 e Y3
para a reagcao de amplificacdo. Resultados obtidos por Reis Junior et al. (2004) e
Chaves (2013) mostraram que a amplificagdo por PCR gerou um fragmento unico de

aproximadamente 1.500 pb.

Figura 4.5.2.1 — Analise de reagcdo em cadeia da polimerase do gene 16S RNAr de
isolados bacterianos de grdos de café escolhidos aleatoriamente. M: marcador
universal de peso molecular; 7-80: amostras dos isolados bacterianos. Londrina,
2015

M7 9 16 17 19 20 52 53 56 66 68 /6 77 78 80

1500 pb

Os fragmentos amplificados foram digeridos com as enzimas de

restricdo EcoRIl + Rsal, Ddel e Mspl, os quais produziram numero variavel de
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fragmentos nas diferentes amostras analisadas. As enzimas EcoRI+Rsal,
produziram em média, seis fragmentos, esse numero variou de dois a dez (desvio-
padrao = 1,92). A enzima Ddel produziu em média cinco fragmentos, com variagbes
entre dois a nove (desvio-padrao = 1,43). Enquanto que a endonuclease de restricdo
Mspl teve uma média de cinco fragmentos, variando de dois a oito (desvio-padrao =
1,41). As enzimas EcoRI+Rsal juntas foram responsaveis por maior numero de
bandas polimoficas observadas, num total de 21 bandas diferentes em todas as
amostras, enquanto a enzima Ddel com 17 bandas e Mspl com 15. Desse modo, foi
observado que com os resultados obtidos os perfis de restricido apresentaram
grande variabilidade.

O dendrograma foi construido a partir do agrupamento hierarquico
UPGMA dos 69 isolados bacterianos, calculados pela anéalise da matriz de
dissimilaridade genética dos perfis de fragmentos de restricdo da regido 16S rDNA.
Com uma distancia genética de 0,7, ou 70% de similaridade pode-se observar os
agrupamentos dos isolados em 9 grupos distintos (Figura 4.5.2.2).

Os grupos 1, 3 e 4 foram constituidos por um unico isolado, 257, 113
e 68, respectivamente. Os grupos 2 e 8, por dois isolados. O grupo 5 se consistiu em
seis isolados, nos quais trés apresentaram semelhancas genéticas clonais (56, 52,
53). O grupo 6 foi 0 maior com um total de 39 isolados, sendo observado dois sub-
grupos com semelhangas genéticas clonais (sub-grupo 1: seis isolados e sub-grupo
2: trés isolados). O grupo 7 com cinco isolados e o grupo 9 com doze isolados.

De acordo com os grupos detectados a partir dos isolados
bacterianos das amostras de café do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’
evidencia-se que o grande numero de fragmentos obtidos em cada amostra reflete a
diversidade da comunidade microbiana existente em decorréncia das diferentes
formas de secagem do grao e das diferentes regides onde C. arabica foi cultivado.

N&o foi observado relagdes entre os agrupamentos genéticos dos
isolados com suas regides de origem, exceto no caso dos isolados bacterianos que
apresentam semelhangas genéticas clonais do grupo 5, nos quais séo provenientes
da regido de Rolandia — Parana. Assim, ndo houve uma clara distingdo sobre o

efeito do local de coleta e a microbiota existente.
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Figura 4.5.2.2 — Dendrograma de similaridade de perfil do gene 16S RNAr digerido
com enzimas de restrigdo EcoRI+Rsal, Ddel e Mspl de 69 isolados bacterianos de
amostras do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’, com base no agrupamento
hierarquico UPGMA, utilizando a distancia de Jaccard, apds analise de agrupamento

baseada na presencga/auséncia dos fragmentos de restricdo. Londrina, 2015
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Os acidos nucleicos ribossomais (rRNA) s&o considerados
biopolimeros adequados para estudos de diversidade, seus genes, o rDNA sao
universalmente distribuidos e € considerada a molécula com maior grau de
conservagao existente. Gostimsky et al. (2005) mostraram que a utilizagdo de
marcadores moleculares oferece novas possibilidades para o estudo da diversidade
genética, porém poucos sdo os trabalhos realizados em Coffea afim de isolar e
caracterizar fenotipicamente e geneticamente isolados bacterianos de interesse que
possam atuar no processo de fermentagao gerando cafés de alta qualidade.

Dos marcadores existentes, a técnica PCR-RFLP é muito utilizada
em estudos taxondmicos, por ser simples e abranger diversas regibes do genoma
(FERREIRA; SOUZA-CHIES, 2005; SPIER et al., 2008). Diversos trabalhos tem sido
publicados utilizando-se essa técnica, dentre varios podemos citar a caracterizagao
genética de rizébio isolados de solos no Amazonas (CHAGAS JUNIOR; OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2009), a diversidade de bactérias diazotrofricas de milho (ROESCH et
al., 2007), a diversidade genética de Begomovirus sp. de plantas invasoras
(ASSUNCAO et al., 2006), entre outros.

Dessa forma, estudos avaliando a diversidade de isolados
bacterianos epifiticos e endofiticos de plantas e solos tem ganhado forga nos ultimos
anos devido a importancia dessa microbiota no meio ambiente e no uso juntamente
na biotecnologia agricola. Apesar do alto numero de polimorfismos encontrado, a
metodologia de PCR-RFLP é uma alternativa para aumentar o numero de marcas
polimorficas detectaveis e identificar marcadores funcionais dentro de uma
populacao de isolados bacterianos.

Para esclarecer a posicao taxonbmica desses isolados, tornam-se
necessarios estudos genéticos mais aprofundados como o sequenciamento da
regiao 16S rRNA.
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4.6 CONCLUSOES

Os cafés do concurso ‘Café Qualidade Parana 2011’ tem grande
diversidade fenotipica e genotipica entre as bactérias epifiticas e endofiticas
isoladas.

O café seco em terreiro, sem separacdo dos graos pelo lavador e
com colheita realizada pela derrica tem maior indice de diversidade de Shannon-
Wiener e Simpson'’s.

Os perfis de restricdo apresentaram grande variabilidade genética.

As diferentes formas de secagem e os locais de cultivo tem

influéncia sobre a diversidade da comunidade microbiana.
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