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HATUMURA, Pedro Henrique. Analise exploratéria de solventes extratores dos
precursores do fitohormonio auxina em extratos de folhas de Coffea arabica L. 2019.
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RESUMO

Os fitohormodnios sdo essencias para a maioria da fungdes fisiologicas da planta, mas sua
analise ¢ bem complexa sendo necessario muito tempo para a preparacao do extrato. Neste
estudo, foram investigados os principais solventes para a extracdo de fitohormdnios nas
folhas de Coffea arabica com a utilizacdo de um planejamento experimental simplex-
centroide de trés componentes, com o objetivo de otimizar o solvente extrator das auxinas e
de outros fitohormonios. Os extratos foram analisados por ressonancia magnética e
espectrometria de massa. Os resultados mostraram que as abundancias relativas mais
elevadas para o padrao da principal auxina, acido indol-3-acético (AIA), foram obtidas pela
mistura acetonitrila:metanol 80%: acetona 80% (1:1:1 v/v/v). O espectros de RMN 'H foram
submetidos a andlise exploratoria (Andlise de Componentes Principais e Andlise de
Agrupamento Hierarquica). Com a aplicag@o desses métodos nos dados obtidos foi possivel
diferenciar extratos da cultivar IAPAR 59 e da cultivar IPR 106 das folhas de Coffea arabica.
Os acidos clorogénicos foram responsaveis por essa discriminagdo, indicando uma maior
concentragdo deles na cultivar IPR 106. Por meio da espectrometria de massa confirmou-se
a presenga de alguns precursores do AIA mostrando que a principal via do AIA na folhas de
Coffea arabica seria: triptofano-triptamina-indol-3-acetaldeido-AIA. Trés conjugados do
AJA também foram identificados € o e as abundancias relativas mais elevadas para estes
metabolitos foram obtidas pelo metanol 80%. A cultivar [IPR 106 apresentou uma maior
concentracgao relativa destes conjugados do AIA se comparada com a cultivar IAPAR 59.
Outros dois fitohormdnios foram investigados, a zeatina e o 4cido jasmodnico, os extratos
obtidos a partir do ponto central do planejamento de misturas mostraram as maiores
abundancias relativas para a zeatina enquanto que o solvente acetonitrila mostrou-se o melhor
extrator para o acido jasmoOnico as misturas bindrias com acetona 80%. A concentracio
relativa do &cido jasmonico na cultivar IAPAR 59 foi o dobro da cultivar IPR 106.

Palavras chave: AIA; IAPAR 59; IPR 106; RMN 'H; quimiometria; espectrometria de
massa; acido jasmonico; zeatina; planejamento experimental simplex-centroide.
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UEL/UEPG/UNICENTRO) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Phytohormones are essential for most of the plant physiological functions, but their
analysis is quite complex and much time is required for the extract preparation. In this
study, the main solvents for the auxin’s extraction from Coffea arabica leaves were
investigated using a simplex-centroid experimental design with three components, with
the objective of optimizing the auxins, and other phytohormones, extracting solvent. The
extracts were analyzed by magnetic resonance and mass spectrometry. The results
showed that the highest relative abundances for the standard of the main auxin, indole-3-
acetic acid (IAA), were obtained by the mixture acetonitrile:80% methanol:80% acetone
(1: 1: 1 v/v/v). '"H NMR spectra were subjected to the exploratory analysis (Principal
Component Analysis and Hierarchical Cluster Analysis). With the application of these
methods in the obtained data it was possible to differentiate extracts of [APAR 59 cultivar
and IPR 106 cultivar from Coffea arabica leaves. Chlorogenic acids were responsible for
this discrimination, indicating a higher concentration of them in the IPR 106 cultivar.
Mass spectrometry confirmed the presence of some AIA precursors, showing that the
main AIA pathway in the leaves of Coffea arabica was tryptophan-tryptamine-indole-3-
acetaldehyde-AIA. Three IAA conjugates were also identified and the highest relative
abundances for these metabolites were obtained by 80% methanol. The IPR 106 cultivar
presented a higher relative concentration of these AIA conjugates compared to the
cultivar IAPAR 59. Two other phytohormones were investigated, zeatin and jasmonic
acid, the extracts obtained from the mixture design central point showed the greatest
relative abundances for the zeatin while the best solvent extractor for the jasmonic acid
was acetonitrile. The jasmonic acid relative concentration in the IAPAR 59 cultivar was
double that in the cultivar IPR 106.

Key words: 1AA; IAPAR 59; IPR 106; '"H NMR; chemometrics; mass spectrometry;
jasmonic acid; zeatin; simplex-centroid experimental design.
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INTRODUCAO GERAL

O café ¢ a segunda maior commodity do mundo!. De acordo com a ABIC
(Associagdo Brasileira da Industria de Café) (2019) e a Organizagdo Internacional do Café
(OIC) (2018) o Brasil ¢ o lider mundial, cuja produgao foi estimada em 58,5 milhdes de saca,
a qual corresponde a cerca de 35% do consumo mundial. Em segundo lugar vem o Vietna,
seguido da Colombia e da Indonésia. Esta planta pertence a familia das Rubiaceae, sendo a
Coffea arabica L. a espécie de planta de café mais importante mundialmente, se destacando
comercialmente por gerar uma bebida de maior qualidade e importincia®. A parte mais
estudada desta planta é o grio, resultando em inimeros trabalhos na literatura . A folha,
um 6rgdo essencial para a analise bioquimica deste vegetal®, apresenta uma quantidade bem
menor.

As plantas devido a auséncia de movimento celular, apresentam um vasto
numero de metabolitos que exercem um papel vital como moléculas de sinalizacao. Entre os
varios metabolitos encontrados na droga vegetal podemos citar os fitohormdnios, como os
principais metabdlitos para o desenvolvimento da planta, regulando o processo fisiologico
mesmo em concentracdes muito baixas e geralmente ndo apresentam nenhuma fungao
nutricional, entretanto sio fundamentais para controlar o crescimento dos vegetais’. As fases
de crescimento da planta: germinagio da semente®, formagio de 6rgios’, alongamento do

1'% senescéncia'! e divisdo celular'? estio entre os processos regulados pelos

caule vegeta
fitohormonios. Além de serem importantes no papel de desenvolvimento da planta os

hormonios vegetais protegem a planta do dano oxidativo ocasionado por estresse ambiental.



Estudos mostram o aumento da concentragdo do fitohormonios diante de condigdes
estressantes 314,

De acordo com a sua estrutura ¢ fungao fisiologica os fitohormdnios podem
ser divididos em: auxinas, citocininas, giberilinas, brassinosterdides, etileno, e acidos
abscisico, salicilico e jasmonico. Cada um deles tem o seu efeito bioldgico, mas a maioria
dos fitohormonios apresenta efeitos sinérgicos ou antagdnicos entre si'>!'¢. Para ajudar a
entender estas atividades aditivas ¢ necessaria uma andlise de multiplas classes de
fitohormonios, investigando a diversidade, bem como a concentragao destes fitohormdnios e
dos metabolitos que estdo relacionados a eles.

A escolha da fase extratora é essencial em estudos de metabolitos,
principalmente no caso dos fitohormonios onde existem varias restricdes para sua analise,
devido a sua quantidade vestigial no nivel de ppb por grama de peso seco. Geralmente, a
quantidade e variedade de metabolitos presente pode chegar a 200.000 compostos diferentes
I7.18 ' Além disso, muitos fitohdrmonios apresentam rapida degradacio devido a exposi¢io ao
oxigénio do ar, a luz, a mudanca de pH e o calor'.

O preparo do extrato ¢ fundamental para qualquer tipo de analise de um
material vegetal e esta etapa ¢ governada pela fase extratora, que pode ser composta por um
solvente puro ou uma mistura de solventes. Existem varias razdes para se utilizar misturas de
solventes ao invés de solventes puros, sendo a mais importante a versatilidade em variar os
parametros solvatocromicos da sua fase extratora, afetando assim a concentragao e o tipo de
metabélito extraido. Estes pardmetros foram introduzidos por Kamlet e Taft’*?* e se
apoiaram em trés interacdes dos solventes: a (acidicidade), B (basicidade) e w (dipolaridade).
A composi¢do da mistura de solventes empregada ¢ um grau de liberdade adicional a escolha

dos diversos solventes. Os varios solutos a serem separados “interagem” de forma diferente
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aos componentes da mistura de solventes, assim se distribuem diferentemente entre a fase

estacionaria e a movel?

. A escolha dos solventes e a composi¢ao dos mesmos na fase extratora
sdo fundamentais para se obter uma melhor separacdo dos componentes da mistura. Esta tarefa ¢
bem complexa e demorada, para tal, precisa-se de uma metodologia para auxiliar nesta escolha.
Assim sendo, a utilizagdo de um planejamento de misturas simplex-centroide ¢ fundamental
nesta tarefa®*. Na literatura trés solventes extratores sdo comumente utilizados em analises
de fitohormdnios: acetonitrila (ACN)!*%, metanol 80% (MeOH:H>0 v/v)**?7 e acetona 80%
(Acetona:H>O v/v)*®,

Planejamento experimental ¢ um conceito bem estabelecido para o
planejamento e a execucdo de experimentos na andlise exploratoria®®>°. Um dos tipos de
planejamento bastante utilizado € o planejamento de misturas, que explora como a alteragao
dos fatores puros na composicdo da mistura afeta as propriedades da mesma. Uma
caracteristica deste tipo de planejamento € que a soma dos componentes da mistura ¢ 100%,
1sso significa que os fatores nao podem ser manipulados completamente independentes um
do outro. A proporcao de cada um deles sempre vai ficar de 0 a 100%. Este tipo de analise ¢
muito utilizado para otimizagdes, onde o objetivo ¢ encontrar uma combinagdo de fatores
correspondendo a um perfil de resposta ideal. Estes modelos sdo tuteis na descricdo do
comportamento de misturas de solventes para extrair metabdlitos de material vegetal*®>!,

A quantidade de material extraido depende das proporcdes dos solventes na

extragdo usando modelos de mistura quadratica ou cubica especial.

j} - Zbixi +zzbijxixj +zzzbijkxixjxk [1]

i ik
A primeira soma da equacdo 1 contém termos lineares da mistura para todos

os componentes do planejamento e descreve os efeitos relativos de extragao dos componentes



puros na mistura. A segunda soma descreve as interagdes binarias entre os pares de solventes
na extracdo processo. Um termo positivo significativo neste somatorio sugeri que uma
mistura binaria de solventes indica aumento na extracdo em relacdo a cada solvente
separadamente. A Ultima soma contém termos que serdo importantes para verificar as
interacdes ternarias entre a mistura de solventes. O planejamento simplex-centroide permite
avaliar modelos por meio da superficie de resposta otimizada, a qualidade dos modelos sao
julgadas pela analise de variancia (ANOVA) dos resultados da regressio>’.

O objetivo geral desta tese foi a busca da otimizacdo do solvente extrator das
auxinas e seus precursores, de outros fitohormonios (citocininas e acido jasmonico) e de
metabolitos que apresentem relagdo com os fitohormoénios (rutina e mangiferina). Além
disso, o estudo da analise multipla da abundancia relativa destes metabdlitos, com a
finalidade de se buscar uma maior compreensao das complexas relagdes entre as auxinas e
outros fitohormonios, assim como, as relacdes dos hormomios vegetais com outros
metabolitos presentes na planta, as quais sdo intrinsecas ao desenvolvimento do vegetal.

No Capitulo 2, uma analise exploratoria foi realizada com o objetivo de
investigar os principais solventes extratores de auxinas utilizando um planejamento de
mistura do tipo simplex-centroide de trés componentes em amostras de folha de Coffea
arabica utilizando anélise por espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio (RMN
'H). Além disso, as técnicas quimiométricas de Analise de Agrupamento Hierarquico (AAH)
e Analise de Componentes Principais (ACP) foram utilizadas para investigar os metabolitos
discriminantes entre as duas cultivares (lapar 59 e IPR 106).

No Capitulo 3, o objetivo geral foi investigar a biossintese das auxinas por

espectroscopia de massa (EM) em folhas de Coffea ardbica L. com o auxilio de uma andlise



exploratoria para avaliar os efeitos dos solventes extratores sobre os metabdlitos da
biossintese do acido indol-3-acético (AIA) e dos AIA-conjugados presentes na planta.

No Capitulo 4, foi realizada a investigagao de dois fitohormonios de classes
diferentes (citocininas e acido jasmonico) e de dois metabodlitos (rutina e mangiferina) que
apresentam relacdo com os hormonios vegetais em folhas de Coffea ardbica L. por

espectrometria de massa com o auxilio de uma analise exploratoria.
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OTIMIZACAO DO SISTEMA EXTRATOR DE AUXINAS POR

ESPECTROSCOPIA DE RMN 'H

1. INTRODUCAO

As auxinas sao consideradas os fitohormonios de maior importancia pois regulam a

2 ¢ também foi o primeiro

divisdo, expansdo e diferenciagdio celular, além da floragdo"
fitohormonio a ser identificado 3. O 4cido 3-indol acético (AIA) é a auxina mais abundante
encontrada nas plantas e também a mais importante fisiologicamente. Ele ¢ fundamental em
varios processos de crescimento e desenvolvimento da planta: elongagdo celular,
desenvolvimento do fruto, formacdo de raiz lateral, regulamentagdo da dominancia apical,
diferenciacio vascular*>. Apesar dos varios trabalhos encontrados na literatura sobre anélise
de auxinas, o seu estudo ainda € pouco conclusivo devido a baixa concentragdao destes nas
plantas no nivel de ppb®. Além disso existem outros empecilhos na analise das auxinas nos
vegetais em geral’ como, alta quantidade de interferentes encontrados no extrato bruto sua

caracteristica de alta aderéncia em recipientes de vidro, a rdpida degradacdo em presenga do

ar, luz, mudanca de pH e calor.

A preparacao do extrato ¢ fundamental e complexa para as anélises desse metabolito.
A primeira etapa deste processo ¢ a coleta das folhas do café, onde a velocidade ¢
fundamental para que ndo ocorra mudancas nos niveis de. Uma maneira de realizar esta etapa
¢ o congelamento imediato da amostra com o auxilio de nitrogénio liquido. A segunda etapa
¢ moer as folhas para garantir a homogeneizag¢do da amostra, que também ¢ realizada com o

auxilio do nitrogénio liquido. A terceira etapa € a extracdo com o solvente que extraia a maior
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quantidade de auxina com a menor quantidade de compostos interferentes. Para isso,
utilizamos um planejamento de misturas.

A espectroscopia de ressonancia magnética (RMN) € uma técnica bastante utilizada
em analises metabolomicas, pois ¢ possivel obter impressoes digitais de metabolitos com
bastante especificidade®. Além disso é uma técnica de anélise rdpida e com boa
reprodutibilidade, as inicas varidveis sdo o solvente utilizado e a forga do campo magnético’.
Uma das dificuldades encontradas ao se utilizar esta técnica com amostras complexas, ¢ a
sobreposi¢do de sinais devido aos varios tipos de interagdes encontradas nos diversos
metabolitos do extrato da amostra, dificultando a caracterizagdo dos sinais obtidos'°.

A quimiometria ¢ uma ferramenta muito utilizada para ajudar a elucidar as
dificuldades encontradas na analise de um conjunto de dados extenso e complexo, como € o
caso dos espectros de RMN de amostras de produtos naturais. Para este tipo de analise pode-
se destacar a Analise de Agrupamentos Hierarquicos (AAH) e Analise de Componentes
Principais (ACP)'.

Este trabalho tem como objetivo estudar as principais fases extratoras utilizadas na
analise de auxinas em folhas de Coffea ardbica L. com o auxilio da técnica de espectroscopia

de RMN 'H.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA DE AMOSTRAS

A coleta das folhas das cultivares IAPAR 59 e IPR 106 foi realizada no dia trés de
outubro de 2014, em triplicata na sede do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) em
Londrina (23°18’S, 51°17°0), Parana, Brasil. Em cada cultivar coletou-se dois tipos de
amostras, folhas com e sem autossombreamento. As amostras foram imersas em nitrogénio
liquido, para evitar a degradacao do fitohdrmonio (auxina). O tempo médio entre a coleta e
a imersdo em nitrogénio liquido foi de 15 segundos. Apds a coleta as amostras foram

transportadas para armazenamento em ultrafreezer (-80°C).

2.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

O planejamento experimental simplex-centroide com trés componentes: acn =
acetonitrila, Me = metanol 80% (MeOH:H>O v/v) e 4 = acetona 80% (C3HsO:H20 v/v), foi
utilizado para o preparo dos extratos de acordo com a Figura 1. Os dados de fragdo em volume
de cada um dos componentes estdo apresentados na Tabela 1, bem como a polaridade e os
parAmetros  solvatocromicos'>'>. As folhas com autossobreamento e sem
autossombreamento das cultivares IAPAR 59 e IPR 106, em triplicata, foram cortadas em
tiras e depois separadas em sete por¢des de 215 mg, pesada em balanga analitica Shimadzu
modelo AY220, totalizando 42 amostras para cada cultivar. Quatorze novas amostras de
folhas de 215 mg da cultivar IAPAR 59, foram fortificadas com 5 mg do padrao de AIA. Em

todas amostras foram adicionadas 2 mg do antioxidante HTB (hidroxitolueno butilado) para
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evitar a degradacdo das auxinas. Em cada amostra foram adicionados 20 mL da fase
extratora, de acordo com o planejamento da Figura 1 e levada ao banho ultrassom
Ultracleaner 1400 Unique por 30 minutos, a temperatura foi mantida proxima de 0°C com a
utilizacao de gelo. Os solventes organicos utilizados foram acetonitrila J. T. Baker (Estados
Unidos), acetona Impex (Sao Paulo, Brasil) e metanol Impex (Sao Paulo, Brasil), todos de
grau P.A. Ao final da extragdo as amostras foram filtradas em papel filtro. Em seguida, o
filtrado foi liofilizado até peso constante e diluidos em 400 pL de dimetilsulfoxido
hexadeuterado Sigma-Aldrich (DMSO-d6) 99.96% contendo 0.03% (v/v) de tetrametilsilano

(TMS) para analise em RMN.

Figura 1. Planejamento de misturas simplex-centroide com 3 componentes.

Acetona 80%

1,0 1 EN - 00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

ACN MeOH 80%
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Tabela 1 - Fases extratoras do planejamento simplex-centroide com 3 componentes e
seus valores de polaridade e pardmetros solvatocrOmicos.

Fase Acetonitrila MeOH  Acetona Polaridade Acidicidade Basicidade Dipolaridade

extratora 80% 80% o B T

acn 1 0 0 5,800 0,150 0,250 0,600
Me 0 1 0 6,180 0,440 0,246 0,314
A 0 0 1 6,180 0,144 0,318 0,538
acnMe 0,5 0,5 0 5,990 0,295 0,248 0,457
acnA 0,5 0 0,5 5,990 0,147 0,284 0,569
MeA 0 0,5 0,5 6,180 0,292 0,282 0,426

AcnMeA 0,33 0,33 0,33 6,053 0,245 0,271 0,484

2.3. ANALISE EM ESPECTROMETRO DE RESSONANCIA MAGNETICA

Os espectros de RMN 'H foram obtidos no Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear da UEL com espectrometro Bruker Avance III, operando a frequéncia de 400 MHz.
Foi utilizada sonda multinuclear inversa de 5 mm (BBI). Os parametros de aquisi¢ao foram:
temperatura (298 K); janela espectral (8012.576 Hz); tempo de aquisi¢do (4,09 s); nimero

de pontos coletados (32768); nimero de scans (64).

24. PROCESSAMENTO DOS DADOS

O ACD/NMR Processor Academic Edition foi utilizado no processamento dos

espectros de RMN. Calibrou-se a linha de base dos espectros de RMN utilizando-se o sinal

do TMS como referéncia para o sinal em 0 ppm. Os espectros e o grafico dos loadings foram
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plotados usando o programa Origin Pro 8. A anélise quimiométrica foi feita com a utilizagao

do programa Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dividiu-se a analise dos resultados em duas partes. A fim de se obter uma
quantifica¢do do rendimento em massa e dos metabolitos observados nos espectros de RMN
'H, construiu-se graficos de curva de nivel do planejamento de misturas simplex-centroide
de trés componentes. Para a segunda andlise utilizou-se as ferramentas quimiométrica
Andlise Hierarquica (AH) e Andlise de Componentes Principais (ACP) para estudar os
diferentes agrupamentos encontrados no conjunto de dados dos espectros de RMN e

identificar os metabolitos responsaveis pelas separacdes obtidas.

3.1. RENDIMENTO EM PESO

Com os pesos obtidos apo6s a liofilizagdo dos extratos das cultivares IAPAR 59 e IPR
106 foram construidos os modelos para o rendimento em massa quadratico e ciibico especial,
respectivamente. As equagdes 1 e 2 mostram as equagdes polinomiais dos modelos para o
rendimento em massa para as cultivares IAPAR 59 e IPR 106, respectivamente. A resposta
prevista pelo modelo ¢ representada por ¥ e as variaveis independentes sdo identificadas por
acn (acetonitrila), Me (metanol 80%) e A (acetona 80%).

As equagdes ajustadas mostram que embora os coeficientes para acn ndo terem sido
significativos ele mostra intera¢do sinérgica com metanol 80% e acetona 80% para a cultivar

IAPAR 59 e com metanol 80% para IPR 106.
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y=+0,0023acn+0,0133 Me+0,0165 A+0,0356acn : Me+0,0176 acn - A+0,0160 Me: A

(+0,001)

(20,001

(0,001

(+0,008)

(+0.006)

(+0,006)

[1]

y=40,002acn+0,015Me+0,021 440,022 acn: Me—0,015acn: A-0,010 Me: A+0,238acn: Me: A

(20,001)

(20,001)

(£0,009) (20,076)

[2]

Para investigar a significancia a e a falta de ajuste dos modelos quadratico e ctbico

especial, foi aplicada a analise de variancia, para ambas as cultivares (Tabela 2). Esta tabela

mostra que a razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro

a cp 01 menor que o Critico no nive c o dC€ conlian¢a, para ambpas as
MOQfaj/MQep) foi F criti ivel de 95% de confi b

analises, indicando que ndo ha falta de ajuste em nenhum dos modelos utilizados.

Tabela 2 — Andlise de variancia para o ajuste dos modelos quadratico e cubico especial de
ambas as cultivares. Em vermelho destaca-se os termos significativos.

Cultivar Soma gl Média Valorde F  Valor de F p
quadratica quadratica _ calculado critico
IAPAR 59
Regressao 5,80E-4 5 1,16E-4 18,36 2,90 1,00E-6
Residuos 9,50E-5 15 6,00E-6
Falta de 9006 1 9,00E-6 1,51 4,60 0,24
ajuste
Erro Puro 8,60E-5 14 6,00E-6
Total 6,75E-4 20 3,40E-5
IPR 106
Regressdo 7,41E-4 5 1,48E-4 11,78 2,96 1,30E-4
Residuos 1,76E-4 14 1,30E-5
Falta de 5 g5 1 3,10E-5 2,77 4,67 0,12
ajuste
Erro Puro 1,45E-4 13 1,10E-5
Total 9,17E-4 19 4,80E-5
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As Figuras 2 e 3 mostram as curvas de niveis para as cultivares IAPAR 59 e IPR 106,
respectivamente. Analisando ambas as figuras observa-se que os extratos obtidos com acn
apresentaram os menores rendimentos em massa € a mistura ternaria acn:Me:A exibiu os

extratos de maior rendimento para ambas as cultivares.

Figura 2. Curvas de nivel do modelo quadratico para o rendimento em massa dos extratos
das folhas da cultivar [APAR 59.

Acetona 80%
0,00 ..1,00

Bl 0,018
Bl 0,016
B 0,014
[ 0,012
[]0,01
1,00 « : x 0,00 [ 0,008
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B 0,006

ACN MeOH 809, B8 0.004
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Figura 3. Curva de nivel do modelo ctbico especial para o rendimento em massa dos extratos
da cultivar IPR 106.

Acetona 80%
0,00.1,00

- 0,02
Il 0.016
1,00 . » 0,00 []0,012
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 |:| 0,008
0,004
ACN MeOH 80%, T °.

3.2. ESPECTROSCOPIA DE RMN 'H

A Figura 4 mostra o espectro de RMN 'H do padrio AIA. A Tabela 3 mostra os
valores de deslocamento quimico dos sete sinais caracteristicos do AIA encontrados nos
extratos fortificados com os valores encontrados na literatura.

Uma comparagio entre os espectros de RMN 'H do mesmo extrato obtido por
acetonitrila da cultivar IAPAR 59, fortificado e nao fortificado com o padrao AIA, esta

apresentada na Figura 4. O grafico mostra a presenga dos sete sinais referentes ao padrao
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AIA na amostra fortificada e a falta deles, indicando a auséncia de AIA na amostra nao

fortificada.

Figura 4. Espectro de RMN 'H do padrio AIA.

[—— AIA

Tabela 3 — Deslocamento quimico dos sinais do espectro de RMN 'H do padrio AIA.

Sinal Deslocamento quimico Deslocamento
(valor experimental em quimico(valor encontrado
ppm) na literatura em ppm!®)

1 10,84 10,90

2 7,20 7,20

4 7,47 7,50

5 6,97 7,00

6 7,07 7,10

7 7,34 7,35

10 3,66 3,60
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Figura 5. Espectros de RMN comparando a mesma amostra fortificada e nao fortificada com
padrao AIA, onde as setas azuis evidenciam os sinais referentes ao padrao AIA.

—— nao fortif.
— fortificada
. 1 1
|
A R | J“Jl . 1
| 4 I ' 1 M I 4 1 ! 1 T ]
12 10 8 6 4 2 0

Para a escolha do solvente extrator para auxinas, a soma da area dos sete sinais
referentes ao AIA, obtidos dos extratos fortificados da cultivar IAPAR 59, foram usados para
a constru¢ao do modelo otimizado, a equagdo 3 mostra os coeficientes do respectivo modelo.
A equacdo mostra que todos os termos apresentados foram significativos e positivos,

indicando que as misturas apresentam um efeito sinérgico em relagdo aos componentes puros.

$=+5.0x10" acn+1,0x10° Me+9,8x10" 4+1,2x10° acn: Me+1,2x10° acn: A+7.2x10° acn: Me: A

(29.5:10°) (£8.7:10%] [£8.7:40°) (+4.6:107) (4.6x107) (£3.0:0°%)

[3]
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Para investigar a significancia a e a falta de ajuste do modelo cubico especial, foi
aplicada a andlise de variancia (Tabela 4). Esta tabela mostra que a razao entre as médias
quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep) foi menor que o F critico no nivel

de 95% de confianca indicando que ndo ha falta de ajuste no modelo utilizado.

Tabela 4 — Andlise de variancia para o ajuste do modelo cubico especial da area dos sete
sinais caracteristicos do padrao AIA dos extratos fortificados de folhas da cultivar IAPAR
59. Em vermelho destaca-se os termos significativos.

Soma gl Média Valorde F  Valorde F p
quadratica quadratica  calculado critico

Regressao 1,21E+16 5 2,42E+15 8,79 2,90 0,0004
Residuos 4,14E+15 15 2,76E+14

Falta “de 9114 1 491E+14 1,88 4,60 0,1914
ajuste

Erro Puro 3,64E+15 14 2,60E+14

Total 1,62E+16 20 8,13E+14

Observa-se na figura 6 que os extratos obtidos com a mistura acn:Me:A apresentaram
os maiores sinais. Esse resultado mostra a vantagem da mistura dos trés solventes em relagao

a utilizagdo destes de forma individual na interacao com o AIA.
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Figura 6. Curva de nivel predita pelo modelo especial cubico da area dos sete sinais
caracteristicos do padrao AIA dos extratos fortificados de folhas da cultivar [APAR 59.

Acetona 80%
0,00, 1,00

Bl 12E8
1,00, . 0,00 % ;Eg
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
B 6E7

ACN MeOH 80%

Na Figura 7, observa-se 5 sinais caracteristicos de trigonelina'® encontrados nos
espectros de RMN 'H dos extratos analisados. A Tabela 5 mostra os valores de deslocamento
quimico destes sinais com os valores encontrados na literatura. Utilizando-se da area destes
cinco sinais foram construidas curvas de nivel. As equacdes 4 € 5 mostram os coeficientes
dos modelos para a soma da area dos cinco sinais referentes a trigonelina para as cultivares

IAPAR 59 e IPR 106, respectivamente.
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Figura 7. Espectros de RMN 'H de um extrato da folha de cafeeiro do cultivar IAPAR 59
onde destaca-se 5 sinais caracteristicos da trigonelina.

8}

0
7 CH
* 3
= N 3

0o

T T T
9,0 8,5 8,0
ppm

L -

Tabela 5 — Deslocamento quimico dos sinais do espectro de RMN 'H caracteristicos de
trigonelina encontrados nas amostras da folha de cafeeiro.

Sinal Deslocamento quimico Deslocamento
(valor experimental em quimico(valor encontrado
ppm) na literatura em ppm!®)
2 9,15 9,07
6 8,87 8,80
4 8,78 8,78
5 8,00 8,04
8 435 4,40

P =+1,2x10° acn+3,3x10° Me+4,0x10° A+1,5x10" acn: Me+1,0x10° acn: A—6,3x10° Me: A

(i4,2x105) (i4,2><105) (i4.2><105) (il,gxlo") (i1,9><106) (i1,9><106)
[4]
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P=+1,1x10° acn+6,1x10° Me +4,8x10° A+1,8x10" acn: Me—1,6x10° acn: A+5,1x10° Me : A
(11,0x105) (il,OxlOb) (il,OxlOs) (i4,7><106) (i4,7><106) (i4,7><106)

[5]

As Figuras 8 e 9 mostram as curvas de nivel preditas pelo modelo quadratico para as

cultivares IAPAR 59 e IPR 106, respectivamente. A mistura acn:Me obteve 0s maiores

valores de trigonelina para a cultivar IAPAR 59. Para a cultivar IPR 106 a mistura acn:Me

(40%:60% v/v) apresenta os maiores valores previstos para os sinais deste metabolito.

Figura 8. Curva de nivel preditas pelo modelo quadratico da soma das areas dos sinais
caracteristicos de trigonelina dos extratos das folhas da cultivares IAPAR 59.

Acetona 80%
0,00 1,00

Bl sc6

I sE6

e : ,0,00 [ 46
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 [ 3Es
[ 26

ACN MeOH 80%
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Figura 9. Curva de nivel predita pelo modelo quadratico da soma das area dos sinais
caracteristicos de trigonelina dos extratos das folhas da cultivar IPR 106.

Acetona 80%

0,00, 1,00

I sE5
Il 7E6
[ sE6
[5Es
[ 4es

0,00 025 0,50 075 1,00 [ 3E8

ACN MeOH 80% I 2°

Para investigar a significancia a e a falta de ajuste do modelo quadratico, foi aplicada
a andlise de varidncia, para ambas as cultivares (Tabela 6). Esta tabela mostra que a razao
entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep) foi menor que o
F critico no nivel de 95% de confianga, para ambas as anélises, indicando que ndo hé falta de

ajuste em nenhum dos modelos utilizados.
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Tabela 6 — Analise de variancia para o ajuste do modelo quadratico da area dos sinais
caracteristicos de trigonelina dos extratos das folhas das cultivares IAPAR 59 e IPR 106.

Cultivar Soma gl Média Valorde F  Valorde F p
quadratica quadratica  calculado critico
IAPAR 59
Regressao 3,16E+12 5 3,32E+11 7,43 2,90 0,0010
Residuos 1,27E+12 15 8,50E+10
Falta =de - o4k 1 1,04E+11 1,25 4,60 0,2817
ajuste
Erro Puro 1,17E+12 14 8,36E+10
Total 4,43E+12 20 2,21E+11
IPR 106
Regressao 6,00E+12 5 1,20E+12 9,11 2,90 0,0003
Residuos 1,97E+12 15 1,31E+11
Falta = de  13pi10 1 2,13E+10 0,15 4,60 0,7020
ajuste
Erro Puro 1,95E+12 14 1,39E+11
Total 7,98E+12 20 3,99E+11

A partir dos dados espectrais obtidos por RMN construiu-se uma matriz de 19636
linhas e 28 colunas. Cada linha corresponde as intensidades de cada sinal para um
determinado valor de deslocamento quimico (ppm) e cada coluna uma amostra. Devido ao
grande numero de linhas, a andlise dos dados foi dividida em trés: campo alto (0,5 a 2,25

ppm), campo médio (2,75 a 5,25 ppm) e campo baixo (5,5 a 9,5 ppm).

3.3. ANALISE DE AGRUPAMENTOS HIERARQUICOS (AAH)

A Anédlise Hierarquica destes dados mostrou a presenga de trés grandes grupos na distancia
de ligacdo proxima a 2,75x10°, Figura 10. O maior agrupamento ¢ representado por todos os
extratos com metanol 80% na sua fase extratora (Me, acn:Me, Me:A e acn:Me:A), em seguida

temos o agrupamento com as amostras das fases extratoras A e acn:A e finalmente o terceiro grupo
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com os quatro extratos da fase extratora acn. O gréfico indica que a presenca do metanol 80% na
fase extratora traz uma caracteristica nos metabolitos do extrato que se sobressai se comparado com

0s outros 2 componentes.

3.4. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A Figura 11 apresenta o grafico dos escores CP1xCP2 da ACP, que explica 81,5% da
variancia total dos dados espectrais de RMN da regido de campo alto. Observa-se que distribuicao
das amostras na CP2 apresenta trés agrupamentos, um na regido positiva (acn, Me e acn:Me), o
segundo proximo da regido do zero (acn:Me:A) e o terceiro na regido negativa (A, acn:A e Me:A).
Se observarmos a respectiva basicidade das fases extratoras destes grupos temos: primeiro grupo
(0,250; 0,246 e 248), segundo grupo (0,271) e terceiro grupo (0,318; 0,284 e 0,282). Nota-se uma
relagdo da CP2 com a basicidade da fase extratora. Observa-se na Figura 12, loading da CP2, sinais

caracteristicos de acido quinico!’” e dos aminoécidos valina'® e treonina'®

na regido negativa,
enquanto que apenas um sinal caracteristico de lipidios ficou evidente na regido positiva. Estes

resultados indicam uma relagdo da presenca do solvente acetona 80% na fase extratora, que

ocasiona um aumento na basicidade, com a extracdo de acidos e aminoacidos.
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Figura 10. Dendrograma da AH dos dados espectrais de RMN para as cultivares IAPAR 59
(ndo negrito) e IPR 106 (negrito), onde “a” representa as amostras autossombreadas e “b” as
amostras sem autossombreamento, enquanto as cores representam as diferentes fases

extratores.
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Figura 11. Gréafico de escores CP1xCP2 dos dados espectrais de RMN da regiao de campo
alto para as cultivares IAPAR 59 (ndo negrito) e IPR 106 (negrito), onde “a” representa as

amostras autossombreadas e “b” as amostras sem autossombreamento.
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Figura 12. Loading da CP2 da ACP dos dados espectrais de RMN da regiao de campo alto.
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A Figura 13 apresenta o grafico de escores CP1xCP2 da ACP, que explica 83,6% da
variancia total dos dados espectrais de RMN da regido de campo médio. Os extratos da fase
extratora acn separaram-se do restante das amostras em ambas as CPs. O grafico do loading
da CP1 esta apresentado na Figura 14, observa-se sinais caracteristicos de trigonelina e
agucares (rafinose’” e a-glucose?'??), além de vérios sinais na regiio comum de agucares'®
(2,75 - 4,00 ppm). Observa-se uma relagao entre a regido negativa da CP1 com metabolitos
de agucares simples (mono, di e trissacarideo), evidenciando-se que a fase extratora acn
apresentou a menor quantidade de agucares, nota-se que este € o inico ponto no planejamento
de misturas que nao apresenta 4gua na sua composicao. A grande quantidade de grupos —OH
dos acucares simples explica sua alta solubilidade em 4gua®® e a separa¢io do grupo de

extratos da fase extratora ACN.
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Figura 13. Grafico de escores CP1xCP2 dos dados espectrais de RMN da regido de campo
alto das amostras dos extratos da folha do caf¢ para as cultivares IAPAR 59 (ndo negrito) e

IPR 106 (negrito), onde “a” representa as
autossombreamento.
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Figura 14. Loading da CP1 da ACP dos dados espectrais de RMN da regido de campo

médio

acucares
rafinose f f'
trigonelina
a-glucose
M\ T
-
YoV
522 519 8 3
“H (ppm)
T T T T T T T T
50 45 4,0 35 3,0
'H (ppm)

32



A Figura 15 apresenta o grafico de escores CP2xCP4 da ACP, que explica 14,0% da
variancia total dos dados espectrais d¢ RMN da regido de campo baixo. O grafico mostra a
separagao das amostras da fase extratora acn do restante das amostras na CP2 e a separacao das
cultivares IAPAR 59 e IPR 106 na fase extratora 4, enquanto a CP4 separou as duas cultivares nas
fases extratoras Me e acn:A. Os graficos de loading das CP2 e CP4 estao apresentados nas Figuras
16 e 17, respectivamente.

Figura 15. Grafico de escores CP2xCP4 dos dados espectrais de RMN da regido de campo

baixo para as cultivares IJAPAR 59 (ndo negrito) e IPR 106 (negrito), onde “a” representa as
amostras autossombreadas e “b” as amostras sem autossombreamento.
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A Figura 16 mostra sinais carateristicos de guanosina®>**

na regido positiva e trigonelina'
na regido negativa da CP2, indicando que os extratos da fase acn apresentaram uma maior

quantidade de guanosina e uma menor quantidade de trigonelina entre todas as fases extratoras.
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A regido negativa do loading da CP4, Figura 17, apresenta varios sinais na regiao
caracteristica de acidos clorogénicos®. A andlise do grafico de escores em conjunto com o loading
para esta CP evidencia uma maior concentragdo de metabodlitos de acidos clorogénicos nas
amostras do cultivar IPR 106.

Figura 16. Loading da CP2 da ACP dos dados espectrais de RMN da regido de campo
baixo.

—crd

—= guanosina

trigonelina

'"TW I L e

95 90 85 80 75 70 65 60 55
1
H (ppm)

Figura 17. Loading da CP4 da ACP dos dados espectrais de RMN da regido de campo
baixo.
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4. CONCLUSAO

O planejamento de mistura foi importante para indicar a distribuigcdo relativa dos
pigmentos, acidos de baixo peso molecular e trigonelina em ambas as cultivares, além do
rendimento em massa e da distribuicdo do padrao AIA nas amostras fortificadas. O melhor
solvente extrator para o AIA nas amostras fortificadas foi a mistura acn:Me:A4 (1:1:1 v/v/v).
Além disso, a espectroscopia de RMN 'H foi uma boa técnica para a identificagdo da auxina
devido aos sinais bem caracteristicos ¢ da ndo existéncia de sinais interferentes préximos,
apesar da desvantagem de ter baixa sensibilidade, quando comparada com outras técnicas,
justificando a auséncia dos sinais do AIA nas amostras ndo fortificadas.

A AH e ACP para o estudo dos dados de RMN permitiu a caracterizagdo de perfis
quimicos dos extratos preparados nos diferentes solventes extratores bem como, a
discriminacao das cultivares analisadas.

A acetonitrila pura foi o pior solvente extrator, para a maioria dos metabdlitos
encontrados nos extratos, como agucares, acidos, pigmentos e trigonelina. Por outro lado, ele
apresenta uma vantagem na andlise de auxina, pois diminuiu a a¢do dos metabolitos

interferentes.
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CAPITULO TIT




ANALISE EXPLORATORIA DA BIOSSINTESE DA AUXINA

1. INTRODUCAO

As auxinas sao consideradas os fitohormonios de maior importancia pois
regulam a divisdo, expansio e diferenciagio celular, além da floragdo!*, e foi o primeiro
fitohormdnio identificado®. O 4cido 3-indol acético (AIA) é a auxina mais abundante
encontrada nas plantas e também a mais importante, em varios processos de crescimento
e desenvolvimento da planta®>.

Estudos mostram o aumento da concentracdo do fitohormonios diante de
condi¢des estressantes: estresse hidrico®’, acimulo de metais pesados®’, salino'® e
nutricional'!. A concentracdo de auxina deve ser rigidamente controlada, porque altas
concentragdes de AIA podem ocasionar um efeito de inibicdo no crescimento da planta.
Esse controle ¢ feito pela degradagdo, biossintese, formacao de conjugados e transporte
do AIA na planta. Dependendo da espécie e da parte da planta a quantidade de AIA na
sua forma ndo conjugada pode ser de apenas 25% do total de auxina na planta'?,

Existem trés grandes grupos de conjugados do AIA: dois grupos de baixo
peso molecular (os ésteres com grupos de agucar e as amidas com aminoécidos) € o grupo
de alto peso molecular formado por peptideos e proteinas'’. Cada planta pode apresentar
composi¢des diferentes de varios tipos de conjugados. Entre os ésteres pode-se encontrar:
AIA-glucose'®, AIA-myo-inositol'®. As amidas reportadas sdo: AIA—-Asp-N-Glc'®, AIA—-
Glu-N-Glc'®, AIA-N-glucose'é, AIA-Asp'’, AIA-Glu'®, AIA-Ala'®, AIA-Val'S, AIA-
Phe!®, onde Asp (4cido aspartico), Glc (glicose), Glu (glutamato), Ala (alanina), Val

(valina) e Phe (fenilalanina). Os conjugados de alto peso molecular apresentam o AIA
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ligado a proteinas que ainda nao foram identificadas, ou ainda, proteinas que ja foram
identificadas, mas a sua natureza ainda esta sendo investigada.

O AIA conjugado ¢ considerado uma auxina inativa e serve como uma
fonte de auxina livre e o tipo de conjugado pode indicar para que este fitohormonio sera
utilizado, por exemplo, a sintese de conjugados com glucose geralmente ocorre quando
a planta é exposta a um excesso de auxina'>.

A biossintese das auxinas nas plantas pode ser dividida em dois tipos: a
triptofano-dependente e a triptofano-independente. Apesar da identificacdo das varias
vias para a biossintese do AIA em diferentes plantas, a analise do controle e¢ da
importancia de cada via ainda ¢ bastante limitada.

Um dos primeiros percursores do AIA identificado foi o triptofano e com
sua descoberta a biossintese do AIA foi proposta a partir da desaminagdo ¢
descarboxilagdo do triptofano?®. Como consequéncia, vdarias outras vias triptofano-
dependente foram sugeridas. Foi realizado um estudo com plantas mutantes incapazes de
produzir triptofano para determinar se era possivel sintetizar o AIA sem este precursor’!.
Os resultados mostraram que era possivel, indicando a existéncia de uma outra via a do
triptofano-independente. Algumas plantas mostram que € possivel sintetizar o AIA pelos
dois tipos de vias??, e que é bem provavel que na maioria das plantas a sintese ocorra por
vérias vias metabolicas?.

Apesar dos vérios trabalhos encontrados na literatura sobre andlise de
fitohormonios, ainda sdo poucos aqueles que investigam a biossintese das auxinas, assim

como seus percursores e conjugados em folhas de Coffea arabica L.
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O objetivo do presente estudo foi identificar o melhor solvente extrator
para explorar a biossintese do AIA em folhas de (Coffea arabica L.) em relagdao a
abundancia relativa pelos espectros de massa utilizando planejamento experimental

simplex-centroide e superficie de resposta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA DE AMOSTRAS

A coleta das folhas de Coffea arabica foi realizada no dia trés de outubro
de 2014, em triplicata, nos cultivares Iapar 59 e IPR 106 ¢ imediatamente condicionada em
nitrogénio liquido, e depois armazenada em ultrafreezer a -80°C. A coleta foi realizada na
sede do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) em Londrina (23°18’S, 51°17°0), Parana,

Brasil.

2.2.OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a obtengdo dos extratos foi utilizado um planejamento experimental
simplex-centroide, Figura 1, o qual apresenta sete pontos representando as fases extratoras.
A Tabela 1 mostra a variacdo da fracdo em volume de cada um dos 3 componentes nestes
sete pontos, onde acn = acetonitrila, Me= metanol 80% (MeOH:H>O v/v) e 4 = acetona 80%
(C3HsO:H20 v/v). A escolha dos solventes: acetonitrila, metanol 80% e acetona 80% baseou-

se na busca na literatura de solventes que mostraram-se eficaz na extracdo de auxinas
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(AIA)**28 bem como diferentes valores nos trés parametros solvatocromicos, como mostra

a Tabela 2, trazendo assim uma maior amplitude de interagdes ao planejamento.

De acordo com o modelo do planejamento, devem ser feitos experimentos
com misturas de 7 composigdes diferentes: 3 experimentos com componentes puros, 3
experimentos de misturas binarias destes componentes € um ponto central, todos realizados

em duplicata. As replicatas sao necessarias para poder avaliar o erro experimental.

Figura 1. Planejamento de misturas simplex-centroide com 3 componentes.

Acetona 80%
0,00@1,00

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

ACN MeOH 80%
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Tabela 1 — Fases extratoras do planejamento simplex-centroide com 3 componentes:
acetonitrila (acn), metanol 80% (Me) e acetona 80% (A4) e suas proporgdes (V/v/v).

Extrato Solventes
Acetonitrila (acn) Metanol (Me) Acetona 80% (A)

acn 1,00 0 0

Me 0 1,00 0
A 0 0 1,00

acn:Me 0,50 0,50 0
acn:A 0,50 0 0,50
Me:A 0 0,50 0,50
acn:Me:A 0,33 0,33 0,33

Tabela 2 — Polaridade e pardmetros solvatocromicos das trés componentes utilizadas no
planejamento de misturas: acetonitrila, metanol 80% e acetona 80%.

Fase Polaridade Acidicidade Basicidade Dipolaridade
extratora o B T

acn 5,800 0,150 0,250 0,600
Me 6,180 0,440 0,246 0,314
A 6,180 0,144 0,318 0,538
acn:Me 5,990 0,295 0,248 0,457
acn:A 5,990 0,147 0,284 0,569
Me:A 6,180 0,292 0,282 0,426
acn:Me:A 6,053 0,245 0,271 0,484

2.3. PREPARO DO EXTRATO

Para o IAPAR 59 e IPR 106, pesou-se 215 mg de folha para cada extrator
do planejamento experimental, Tabela 1, em balanga Shimadzu AY220 e adicionou-se 20
mL da sua respectiva fase extratora, em frasco de 25 mL com tampa. A mistura foi submetida
a banho de ultrassom Ultracleaner 1400 Unique por 20 minutos. A temperatura foi mantida

a proxima de 0°C com gelo. A necessidade deste procedimento deve-se ao fato da
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temperatura do banho aumentar durante o processo de ultrassonicagdo. Com isso, evita-se a
perda do solvente por evaporacao e a oxidagao de compostos. Em seguida as amostras foram
filtradas e o filtrado foi armazenado em freezer Electrolux Super FE26, a -20 °C. Os extratos

foram liofilizados até peso constante e ressolubilizadas em 2 mL de acetonitrila.

2.4. ANALISE EM ESPECTROFOTOMETRO DE MASSA

A solu¢do do extrato diluida foi injetada diretamente na fonte do
espectrometro de massa Bruker, equipado com analisador quadrupdlo e ionizagdao por
electrospray (IES). A andlise foi operada no modo positivo e negativo. Os dados foram
adquiridos no modo de varredura usando uma gama de m/z de 80 a 1000 Da. As condi¢des
da fonte de ionizagdo foram: voltagem capilar de 3 kV, 150 °C de temperatura da fonte, 80
L h! de fluxo de gas do cone, 800 L h! de fluxo de gas de dessolvatacdo e 350 °C de
temperatura de dessolvatacdo. O gas de nitrogénio utilizado na nebulizagdo apresentava 99%

de pureza.

2.5. PROCESSAMENTO DOS DADOS

O processamento dos espectros de massa foram realizados com a utilizagdo

do programa da Bruker Data Analysis. Para a obtenc¢do das curvas de nivel foi utilizado o

programa Statistica 7.0.

45



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 3 apresenta sinais de massa/carga encontrados nos espectros de

massa dos extratos ¢ a identificacao desses metabolitos, todos relacionados a biossintese da

auxina e a comparacao com a literatura. Analisando a Figura 2 e os sinais obtidos na Tabela

3 podemos observar a via triptofano:triptamina:indol-3-acetoaldeido: AIA, sendo que apenas

o sinal do AIA nao foi detectado. Além disso, pode-se observar o sinal do indol-3-acetonitrila

o que pode indicar a presenga de outras vias, considerando a sua baixa intensidade em relagao

aos outros sinais (cerca de 20 vezes menor) e a nao presenga de outros sinais desta via, como

o acido indol-3-acetaldoxima, podemos inferir que esta ndo ¢ a rota principal para a

biossintese do AIA.

Tabela 3 — Caracterizag@o dos sinais de metabdlitos presentes obtidos por espectroscopia de

massa.
Metabdlito Sinal obtido (m/z)  Sinal encontrado na Modo
literatura (m/z)*

Triptofano 203,0600 203,0800 Negativo
116,0390 116,0507 Negativo
142,0514 142,0652 Negativo
205,0700 205,1000 Positivo

Triptamina 144,1014 144,1000 Positivo

Indol-3-

Acetoaldeido 158.,0470 158.,0606 Negativo
160,0400 160,0762 Positivo

Indol-3-

Acetonitrila 155,1076 155,1000 Negativo
157,1024 157,1000 Positivo

*Valores retirados do site http://www.massbank.ip/

Para analisar o efeito do solvente extrator na extracdo dos principais

precursores do AIA, foram utilizadas as intensidades de cada amostra no respectivo sinal de
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cada metabdlito e investigados por modelos de misturas. A escolha do modelo da curva de
nivel baseou-se na busca do modelo mais simples que fosse significativo e ndo apresentasse
falta de ajuste. O mesmo conceito foi utilizado para a busca dos modelos de todos os graficos
de curva de nivel apresentados neste estudo.

Figura 2. Ciclo da biossintese da auxina AIA.
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As Tabelas 4 e 5 mostram as equacdes polinomiais dos respectivos modelos
para cada metabolito para as cultivares Iapar 59 e IPR 106, respectivamente. A resposta
prevista pelo modelo € representada por ¥ e as variaveis independentes sao identificadas por
acn = acetonitrila, Me = metanol 80% e A = acetona 80%. Entre paréntese estd o modelo
utilizado para cada metabolito. Os termos significativos estdo destacados em vermelho.

Tabela 4 — Equacdes dos modelos utilizados para cada metabolito para a cultivar Iapar 59.

Metabdlito  Equacio ajustada dos modelos utilizados

Triptofano y=+4+555acn+ 715 Me+ 702 A+ 4073 acn: Me— 753 Me: A

(£306) (£335) (£306) (£1539) (£1539)
Tryptamina y=+2062acn+ 5325 Me+2108 A—7455acn: Me+3415acn: A—17250acn : Me: A
(£1076) (2982) (2982) (£5200) (£5200) (£34689)
Indole-3- Y =+264 acn+1035Me+1066 A+1940acn : Me— 516 acn: A+ 7396 acn: Me: A
Acetaldehyde (£163) (+149) (+149) (£788) (+788) (£5261)
Indole-3- y=+150acn+ 88 Me+167 A+ 224 acn: Me+ 342 acn: A— 1536 acn: Me: A
Acetonitrile (17.7) (£7.1) (£7.1) (£37.5) (+37.5) (+250.6)

Tabela 5 — Equagdes dos modelos utilizados para cada metabolito para a cultivar IPR 106.

Metabdlito Equacio ajustada dos modelos utilizados
Tryptophan  § = + 569 acn+ 955 Me + 664 A +3513 acn: Me— 799 Me: A
(£293) (£320) (£293) (£1474) (£1474)
Tryptamina =+1629 acn+4996 Me +1750 A—4728 acn: Me+3112acn: A—19753acn: Me: A
(+493) (+450) (=450) [+"385] +"385] [+1590?]
Indole-3- =+299acn+957 Me+1085 A+ 2515acn : Me — 637 Me: A+14616acn: Me: A
Acetaldehyde (£76) (£84) (£76) (+406) (+406) (+2714)
Indole-3-  $=4176 4+100 Me+ 171 A+ 398 acn: Me+ 317 acn: A—2120acn: Me : A
Acetonitrile (£8.5) (+7.7) (£7.7) (+41,0) (+41,0) (+273.8)

As Figuras 3 e 4 apresentam as curvas de niveis preditas pelos modelos
escolhidos para cada um dos metabdlitos apresentados na Tabela 3, para ambas as cultivares.

Observa-se que os resultados obtidos sdo similares para as duas cultivares.
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No modelo do metabdlito triptofano nota-se a maior intensidade na mistura
acn-me, onde temos a caracteristica de maior dipolaridade de acn e de maior acidicidade de
me. Essa combinacao de mistura pode ser explicada devido a caracteristica mais polar deste
metabolito assim como sua basicidade devido aos agrupamentos amina.

Os resultados previstos no modelo da triptamina indicam a maior
intensidade com o solvente Me, o qual apresenta o maior valor de acidicidade, este metabolito
se diferencia do triptofano devido a perda do grupo carboxila, assim sendo, ele perdeu acidez
se tornando mais basico o que explica os resultados obtidos.

O modelo que apresentou a maior diferenca entre as duas cultivares foi o
do indole-3-acetonitrila. Para a cultivar lapar 59 observa-se maior intensidade apenas na
mistura acn. A4, enquanto que para a cultivar IPR 106 ocorreu ponto de cela com as misturas
acn:Me também apresenta um resultado semelhante ao desta mistura. Esta discrepancia nos
resultados dificulta a analise, mas ambas as misturas contém o solvente acr, com maior
dipolaridade entre os trés. A presenca do grupo nitrila neste metabdlito ¢ um indicio de que
as misturas com acn poderiam aumentar a extracao desse metabolito.

Analisando a curva de nivel do indole-3-acetaldeido, observa-se uma
grande area de alta intensidade e apenas uma pequena 4rea de baixa concentragdo, a posi¢ao
relacionada com o solvente acn. Examinando-se a estrutura quimica deste composto observa-
se uma menor polaridade em relacdo aos outros metabolitos aqui estudados, o que estd de
acordo com este resultado, sabendo-se que este solvente apresenta a maior dipolaridade

dentro do planejamento.

49



Figura 3. Curvas de nivel obtidas pelos sinais de metabolitos envolvidos no ciclo da
biossintese da auxina AIA, obtidos das amostras da cultivar Iapar 59.
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Figura 4. Curvas de nivel obtidas pelos sinais de metabolitos envolvidos no ciclo da
biossintese da auxina AIA, obtidos das amostras da cultivar IPR 106.
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Para investigar a significancia a e a falta de ajuste dos modelos quadratico
e cubico especial, foi aplicada a andlise de variancia, para ambas as cultivares (Tabelas 6 e
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7). Estas tabelas mostraram que a razao entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do

erro puro (MQfaj/MQep) foi menor que o F critico no nivel de 95% de confianca, para todas

as analises, indicando que ndo ha falta de ajuste em nenhum dos modelos utilizados. A analise

dos metabdlitos triptofano e triptamina na cultivar lapar 59 e triptofano na cultivar IPR 106

indicaram que a razao entre as médias quadraticas da regressao e do residuo foi menor que o

F critico no nivel de 95% de confianca, mostrando que estes modelos ndo sdo significativos.

Tabela 6 — Andlise de variancia para o ajuste dos modelos quadratico e cubico especial da

cultivar Iapar 59.

Metabdlito Soma gl Média Valorde F Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico

Triptofano
Regressao 1,86E+6 3 6,20E+5 2,96 3,71 0,0838
Residuos 2,09E+6 10 2,09E+5
Falta de ajuste 2,71E+5 3 9,04E+4 0,34 4,35 0,7922
Erro Puro 1,82E+6 7 2,60E+5
Total 3,95E+6 13 3,04E+5
Triptamina
Regressao 1,93E+7 5 3,87E+6 1,67 3,69 0,2465
Residuos 1,85E+7 8 2,31E+6
Falta de ajuste 6,21E+5 1 6,21E+5 0,24 5,59 0,6373
Erro Puro 1,79E+7 7 2,56E+6
Total 3,79E+7 13 2,91E+6
Indol-3-
Acetoaldeido
Regressao 1,50E+6 4 3,75E+5 7,52 3,63 0,0060
Residuos 4,49E+5 9 4,99E+4
Falta de ajuste 2,29E+4 2 1,14E+4 0,18 4,74 0,8325
Erro Puro 4,26E+5 7 6,09E+4
Total 1,95E+6 13 1,50E+5
Indol-3-
Acetonitrila
Regressao 2,78E+4 5 5569,28 46,00 3,69 1,1E-5
Residuos 968,50 8 121,06
Falta de ajuste 3,00 1 3,00 0,02 5,59 0,8869
Erro Puro 965,50 7 137,92
Total 2,88E+4 13 2216,53
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Tabela 7 — Analise de variancia para o ajuste dos modelos quadratico e cubico especial da

cultivar IPR 106.

Metabadlito Soma g. L. Média Valorde F  Valorde F p
quadratica quadratica  calculado critico

Triptofano
Regressao 1,78E+6 4 4,45E+5 2,14 3,63 0,1572
Residuos 1,87E+6 9 2,07E+5
Falta de ajuste 2,23E+5 1 2,23E+5 0,47 5,59 0,6403
Erro Puro 1,64E+6 7 2,35E+5
Total 3,35E+6 13 2,80E+5
Triptamina
Regressao 1,75E+7 5 3,50E+6 7,18 3,69 0,0078
Residuos 3,90E+6 8 4,87E+5
Falta de ajuste 8,01E+5 1 8,01E+5 1,81 5,59 0,2202
Erro Puro 3,09E+6 7 4.42F+5
Total 2,14E+7 13 1,64E+6
Indol-3-
Acetoaldeido
Regressao 1,81E+11 5 3,62E+10 5,14 3,69 0,02
Residuos 5,63E+10 8 7,042E+9
Falta de ajuste 5,87E+8 1 5,87E+8 0,07 5,59 0,79
Erro Puro 5,57E+10 7 7,96E+9
Total 2,37E+11 13 1,82E+10
Indol-3-
Acetonitrila
Regressao 3,57E+4 5 7156,72 49,52 3,69 8,0E-6
Residuos 1156,08 8 144,51
Falta de ajuste 24,08 1 24,08 0,14 5,59 0,7110
Erro Puro 1132,00 7 161,71
Total 3,69E+4 13 2841,51

A ndo deteccdo do sinal do AIA pode ser explicada pelos sinais

apresentados na Tabela 8, estes sinais sdo todos de conjugados do AIA, indicando que esta

auxina estd presente nas amostras, em sua maior parte, na forma conjugada e ndo na sua

forma livre.
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Tabela 8 — Caracterizacdo dos sinais obtidos por espectroscopia de massa

Metabolito Sinal obtido (m/z)  Sinal encontrado na Modo
literatura (m/z)*
AIA-Glucose 336,0973 336,1083 Negativo
338,1004 338,1239 Positivo
AIA-Asp 289,0775 289,0824 Positivo
AIA-Val 130,0869 130,0640 Positivo
275,1224 275,1395 Positivo

*Valores retirados do site http://www.massbank.jp/

A Tabela 9 mostra as equagdes polinomiais dos respectivos modelos utilizados para
o sinal do metabolito AIA-Glucose das cultivares lapar 59 ¢ IPR 106.

A Tabela 10 mostra os resultados da ANOVA, indicando que ndo houve falta de ajuste
em nenhum dos modelos.

As Figuras 5a-b apresentam as curvas de niveis previstas pelo modelo linear para o
metabolito AIA-Glucose, a) IAPAR 59 e b) IPR 106. Observa-se que os resultados obtidos
para as duas cultivares sdo bem similares. As misturas que apresentam a maior quantidade
de 4dgua (20%) em suas fragdes: Me, A e Me:A mostraram as maiores intensidades deste sinal
indicando uma relagdo da agua com a extracdo deste metabdlito. Como a glucose ¢ um
agucar, e esta classe de metabdlitos ¢ soluvel em agua, os resultados sdo coerentes com a
identificacdo deste metabolito. Além disso, este resultado mostra que as interacdes com o

grupo ligado ao AIA sdo fundamentais na sua extragao.
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Tabela 9 — Equagdes dos modelos utilizados para o sinal do metabdlito AIA-Glucose para
ambas as cultivares.

Cultivar Equacio ajustada dos modelos utilizados

lapar59  § = + 1051acn + 2236 Me + 2391 4
(£309) (£3009) (z3009)

IPR106 y = + 962 acn + 2430 Me + 2445 4
(£304) (£304) (£304)

Tabela 10 — Anélise de variancia para o ajuste do modelo linear para o sinal do metabdlito
AIA-Glu de ambas as cultivares.

Cultivar Soma gl Média Valorde F Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico

Iapar 59

Regressao 2,68E+6 2 1,34E+6 4,75 391 0,0325
Residuos 3,11E+6 11 2,82E+5

Falta de ajuste 1,32E+5 4 3,30E+5 1,29 4,12 0,3593
Erro Puro 1,78E+6 7 2,55E+5

Total 5,79E+6 13 4,45E+5

IPR 106

Regressdo 3,62E+6 2 1,81E+6 6,60 3,91 0,0130
Residuos 3,01E+6 11 2, 74E+5

Falta de ajuste 8,71E+5 4 2,17E+5 0,71 4,12 0,6100
Erro Puro 2,14E+6 7 3,06E+5

Total 6,64E+6 13 5,11E+5
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Figura S. Curvas de nivel das abundancias relativas, obtidas por espectroscopia de massa
(m/z), do modelo linear para o sinal do metabdlito AIA-Glu, onde (a) representa os
resultados obtidos dos extratos da cultivar lapar 59 e (b) da IPR 106.
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A Tabela 11 mostra as equagdes polinomiais dos respectivos modelos utilizados para
o sinal do metabdlito AIA-Asp das cultivares Iapar 59 e IPR 106.
A Tabela 12 mostra o resultado da ANOVA, indicando que nao houve falta de ajuste

em nenhum dos modelos.

Tabela 11 — Equacdes dos modelos utilizados para o sinal do metabodlito AIA-Asp para
ambas as cultivares.

Cultivar Equaciao ajustada dos modelos utilizados
lapar 59§ =1+ 592 acn+1803 Me+ 949 41436 acn: Me—1520 Me: A—1520acn: Me: A
|£124) |£136) | £124) (1659) (£659) (+4398)

IPR 106 j3:+514acn+1767_Me+ 981 4 — 870 acn: Me 2095 Me: 4

(x113) (x124) (x113) (£570) (x570)

Tabela 12 — Anélise de variancia para o ajuste do modelo linear para o sinal do metabolito
ATA-Asp de ambas as cultivares.

Cultivar Soma gl Média Valorde F  Valorde F p
quadratica quadratica  calculado critico

Iapar 59

Regressao 2,68E+6 4 1,34E+6 4,75 391 0,0325
Residuos 3,11E+6 9 2,82E+5

Falta de ajuste 1,32E+5 4 3,30E+5 1,29 4,12 0,3593
Erro Puro 1,78E+6 7 2,55E+5

Total 5,79E+6 13 4,45E+5

IPR 106

Regressao 1,89E+6 4 4,72E+5 15,18 3,63 0,0004
Residuos 2,80E+5 9 3,11E+4

Falta de ajuste 8,49E+4 2 4,24E+4 1,52 4,74 0,2825
Erro Puro 1,95E+5 7 2,79E+4

Total 2,17E+6 13 1,67E+5
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As Figuras 6a-b apresentam as curvas de niveis previstas pelo modelo quadratico para
o metabolito AIA-Asp, a) IAPAR 59 e b) IPR 106. Observa-se que os resultados obtidos para
as duas cultivares sdo bem similares. O solvente extrator Me mostrou as maiores intensidades
deste sinal indicando que na extragdo existe uma relagdo do aminoacido com este solvente.
Na literatura existem varios trabalhos que mostram a utilizagdo do metanol em misturas com
a 4gua em diferentes propor¢des para a extragdo e separagio de aminoacidos?, justificando
os resultados apresentados.

A Tabela 13 mostra as equagdes polinomiais dos respectivos modelos utilizados para
o sinal do metabdlito AIA-Val das cultivares Iapar 59 e IPR 106.

A Tabela 14 mostra que ndo houve falta de ajuste em nenhum dos modelos.

As Figuras 7a-b apresentam as curvas de niveis preditas pelo modelo linear para o
metabolito AIA-Val, a) IAPAR 59 e b) IPR 106. O solvente extrator Me mostrou maiores
intensidades que a 4 e acn, mas diferente dos resultados do AIA-Asp, a fase extratora A4
apresentou valores bem proximos deste solvente. Apesar da distribui¢do do AIA-Val ser
similar em ambas as cultivares, os resultados da cultivar [PR 106 apresentaram, em todos os
pontos do planejamento de misturas, uma concentracdo maior que a da cultivar lapar 59,

indicando que esta cultivar pode apresentar uma maior concentragdo deste metabolito.
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Figura 6. Curvas de nivel das abundancias relativas, obtidas por espectroscopia de massa
(m/z), do modelo quadratico para o sinal do metabolito AIA-Asp, onde (a) representa os
resultados obtidos dos extratos da cultivar lapar 59 e (b) da IPR 106.
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Tabela 13 — Equagdes dos modelos utilizados para o sinal do metabolito AIA-Val para ambas

as cultivares.

Cultivar Equacio ajustada dos modelos utilizados

Tapar 59 y = +1463acn+ 2188 Me+ 2101 4
(£87) (£87) (£87)

IPR 106 y=+1762acn+ 2687 Me+ 2466 4

(£154)

(£154)

(£154)

Tabela 14 — Anélise de variancia para o ajuste do modelo linear para o sinal do metabolito
AIA-Val de ambas as cultivares.

Cultivar Soma gl Média Valorde F Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico

Iapar 59

Regressao 7,83E+5 2 3,91E+5 17,21 3,98 0,0004
Residuos 2,50E+5 11 2,27E+4

Falta de ajuste 1,04E+5 4 2,60E+4 1,25 4,12 0,3722
Erro Puro 1,45E+5 7 2,08E+4

Total 1,03E+6 13 7,95E+4

IPR 106

Regressdo 1,16E+6 2 5,82E+5 8,25 3,98 0,0064
Residuos 7,76E+5 11 7,05E+4

Falta de ajuste 4,88E+5 4 1,22E+5 2,97 4,12 0,0993
Erro Puro 2,87E+5 7 4,11E+4

Total 1,94E+6 13 7,95E+4
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Figura 7. Curvas de nivel das abundancias relativas, obtidas por espectroscopia de massa
(m/z), do modelo linear para o sinal do metabolito AIA-Val, onde (a) representa os resultados
obtidos dos extratos da cultivar lapar 59 e (b) da IPR 106.
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A Figura 8 apresenta o grafico de barras com as abundancias relativas dos metabdlitos
da biossintese do AIA e dos conjugados AIA-glucose, AIA-Asp ¢ AIA-Val. Para cada
metabolito foi usado a concentracao do solvente extrator do planejamento de misturas com
os maiores valores de abundancia relativa. Para os AIA-conjugados foram somados os
valores dos trés metabolitos: AIA-glucose, AIA-Asp e AIA-Val. Observa-se pela figura que
os metabolitos de maior concentragao da biossintese da auxina sao o AIA conjugado ¢ a
triptamina. Observa-se também que o AIA conjugado ¢ maior no IPR 106 em relacao ao
IAPAR 59 e o contrario para a triptamina. Além disso, independentemente da concentragao
do AIA livre a concentracdo da sua forma conjugada ¢ a maior entre os metabdlitos da
biossintese do AIA.

Figura 8. Grafico de barras das concentragdes relativas dos metabdlitos estudados.
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4. CONCLUSAO

Os metabolitos identificados nas amostras indicaram que a via tryptophan-
tryptamina-indole-3-acetaldehyde-AIA apresentou-se como a principal via para a biossintese
de auxinas. Além disso, a nao detec¢ao do sinal do AIA apontou para a possibilidade de a
maior parte do AIA disponivel na planta ndo estar na sua forma livre, o que foi corroborado
com a detec¢do de varios sinais de conjugados do AIA.

A andlise das curvas de niveis dos metabolitos presentes na biossintese da
auxina mostrou que para os metabolitos triptofano, triptamina, indol-3-acetaldeido e indol-
3-acetonitrila os melhores solventes extratores foram: acn:Me, Me, acn:Me:A € acn:A,
respectivamente.

Os resultados das analises das curvas de niveis do conjugado AIA-Glucose
apresentou as misturas com maior quantidade de dgua, Me, A e Me:A como os melhores
solventes extratores, enquanto os outros dois conjugados (AIA-Asp e AIA-Val) tiveram o
solvente Me extraindo a maior quantidade destes metabdlitos.

A soma da intensidade dos sinais dos metabolitos AIA-conjugados mostrou
que a concentragdo de auxina nesta forma ¢ significativamente maior que todos os outros
metabolitos detectados da biossintese do AIA, para as duas cultivares, sendo que a
abundancia relativa da cultivar IPR 106 foi maior que a da cultivar IAPAR 59. Esse resultado
justifica a auséncia da detecgdo do sinal do AIA livre, pois a sua maior parte estd na forma

conjugada.
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ANALISE EXPLORATORIA E OTIMIZACAO DO SISTEMA EXTRATOR DE

FITOHORMONIOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

1. INTRODUCAO

Fitohormonios, além de serem importantes no papel do desenvolvimento
da planta, protegem também do dano oxidativo ocasionado por estresse ambiental' ™.
Entre os principais tipos de fitohormdnios podemos citar: auxinas, citocininas, acido
jasmonico, etileno, giberilinas e 4cido abscisico.

As citocininas sao uma classe importante destes metabolitos, as quais sao
definidas pela sua habilidade em promover a divisdo celular, diferenciagdo de
cloroplastos, senescéncia das folhas >° e o controle do crescimento em varios processos
daplanta’. Segundo Skoog e Miller, a relagdo conjunta entre os fitohorménios citocininas
e as auxinas, ¢ importante pela formagdo e desenvolvimento do caule e da folha das
plantas®. A zeatina é a primeira citocinina isolada de uma planta’ e a principal
representante dessa classe. Algumas citocininas apresentam efeitos antienvelhecimento,

anticarcinogénico e anti-trombéticos!%!!

, sendo de grande importancia para fisiologistas
de plantas. Além disso, estes fitohormdnios sdo importantes na indugdo de metabolitos
secundarios, estimulando ou inibindo a biossintese de xantonas, clorofilas a e b,
carotenoides e flavonoides'?!>. Um estudo de grande interesse para a comunidade
cientifica é o acamulo de flavonoides em plantas ocasionado pela zeatina'“, porque eles
podem servir como comunicadores da planta com o ambiente, devido a sua coloragdo e

cheiro. Além disso, a quantidade de flavonoides na planta pode ser considerada como um

parimetro de sua capacidade antioxidante'’.
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A rutina, conhecida como vitamina P, ¢ um flavonoide que sofre inibi¢ao

pela presenca das citocininas'’. Esta vitamina ¢ encontrada em diversas plantas'¢!%,

sendo o flavonoide dominante em muitas delas'®!"15. Esse metabélito apresenta efeitos
benéficos para a dieta e controle de pressdo sanguinea'’. Entre as suas atividades
bioldgicas estdo: anticancerigena’’, antioxidante’®, antienvelhecimento®*, anti-

5

inflamatorio® e antidiabético®®. Além disso, esse flavonoide teria relacio com o

crescimento da raiz da planta?’ e da proteco contra a radiacio ultravioleta®®.

As xantonas também apresentam caracteristicas de grande relevancia para
a comunidade cientifica devido a sua ampla gama de fatores biologicos e propriedades
farmacoldgicas, tais como antimicrobiano, citotoxico e antioxidante®. A mangiferina
pertencente a classe das glucoxantonas, isolada originalmente da mangueira (Mangifera
indica L.). A sua concentracdo em plantas ¢ significativamente aumentada na presenca

de citocininas®®. Essa xantona é encontrada em varias plantas, incluindo a do café*' 34 ¢

¢ conhecida pelas atividades antidiabética®>, antioxidativa®®, antibacteriana®’,

8

antialérgica®® e analgésica®. Altas concentragdes deste metabdlito podem induzir a

produgdo de clorofila e auxina*®*!.

O 4cido jasmoénico (AJ) ¢ um fitohérmonio natural da familia das
oxylipinas, atuando como um regulador natural de crescimento das plantas, regulando os
processos bioquimico, fisioldgico e morfologico, em especial, ele ¢ responsavel por
vérias respostas de defesa das plantas contra estresses abidticos e bidticos*>**. O AJ esta
principalmente relacionado com a defesa da planta contra danos, herbivoros e patdgenos
necrotroficos*, sendo fundamental na defesa da planta Solanum Iycopersicum contra a
)45

lagarta (Manduca quinquemaculata)* e na defesa do vegetal Arabidopsis thaliana contra

moscas (Bradysia impatiens)**. O AJ também influencia varios aspectos do crecimento e
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desenvolvimento da planta, incluindo desenvolvimento da flor e do fruto, inibi¢do da
germinagdo do polen e da semente e restri¢io do crescimento da raiz*’. A regulagio do
AlJ na planta também esta relacionada com as citocininas, as quais mostram um efeito de
inibicdo com este fitohormonio*®>2. Além disso, este metabolito é utilizado amplamente
nas industrias farmacéutica ¢ cosmética, devido a suas atividades de renovagdo da
epiderme, alisamento da textura da pele, estimulacdo do crescimento de fibras de
queratina humana e inibi¢cdo da queda de cabelo, apresentando inimeras vantagens para
o tratamento de diferentes tipos de alopecias™.

Extratos de plantas sdo misturas complexas de multiplos componentes. O
principal problema associado a andlise de hormodnios vegetais ¢ que a quantidade de
fitohormonios é muito baixa, geralmente na faixa de 0,1 a 50 ng g”! de peso fresco. Sendo
assim, o procedimento de extragdo ¢ um passo importante da analise, mas as vezes
insuficientemente considerado no método analitico. Solventes como metanol,
acetonitrila, acetona, éter etilico, diclorometano, cloroférmio, misturas de metanol:agua,
acetona:dgua, propanol:dgua, cloroféormio:propanol, sdo frequentemente utilizados na

extracio de fitohormdnios>* %

. As técnicas de deteccdo para fitohormonios mais
utilizadas sdo: bioensaios®*, imunoensaios®, eletroanalise®®, cromatografia gasosa
(CG)*, electroforese capilar (EC)®® e cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE)®,
sendo a maioria dessas técnicas acoplada com diversos detectores. Recentemente, a
espectrometria de massa (EM)’%"! tem se destacado, tanto em analises qualitativas quanto
quantitativas, sendo uma ferramenta poderosa mesmo quando ndo acoplada a outra
técnica.

Apesar dos vérios trabalhos encontrados na literatura sobre andlise de

fitohormonios, ndo foram encontrados nenhum abordando a otimizacdo do solvente
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extrator para esses metabolitos. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi otimizar
o sistema extrator da citocininas (zeatina) ¢ do acido jasmonico e outros metabdlitos
secundarios que apresentam relacao direta com estes fitohormonios em folhas de Coffea

arabica L. usando planejamento de misturas e espectrometria de massa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA DE AMOSTRAS

A coleta das folhas de Coffea arabica foi realizada no dia trés de outubro
de 2014, em triplicata, nos cultivares [APAR 59 e IPR 106. A coleta foi realizada na sede do

Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR) em Londrina (23°18’S, 51°17°0), Parana, Brasil.

2.2. ESCOLHA DOS SOLVENTES EXTRATORES

Para a obtengdo dos extratos foi utilizado um planejamento experimental
simplex-centroide, Figura 1. A Tabela 1 mostra a composi¢do das misturas de acn =
acetonitrila, Me = metanol 80% (MeOH:H20O v\v) e 4 = acetona 80% (C3HsO:H20 v\v) para
os sete pontos da Figura 1. Os solventes organicos utilizados foram de grau analitico e obtidos
da F. MAIA (Sao Paulo, Brasil). Estes solventes foram escolhidos por mostrarem eficiéncia
na extragdo de fitohormonios, bem como variacdo nos trés parametros solvatocrémicos.

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas.
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Figura 1. Planejamento de misturas simplex-centroide com 3
componentes.

Acetona 80%

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

ACN MeOH 80%

Tabela 1 Composi¢do das misturas extratoras e seus valores de polaridade e parametros
solvatocrodmicos.

Fase Acetonitrila  MeOH  Acetona  Polaridade  Acidicidade  Basicidade  Dipolaridade

extratora 80% 80% o B b

acn 1 0 0 5,800 0,150 0,250 0,600
Me 0 1 0 6,180 0,440 0,246 0,314
A 0 0 1 6,180 0,144 0,318 0,538
acn:Me 0,5 0,5 0 5,990 0,295 0,248 0,457
acn:A 0,5 0 0,5 5,990 0,147 0,284 0,569
Me:A 0 0,5 0,5 6,180 0,292 0,282 0,426

acn:Me:A 0,33 0,33 0,33 6,053 0,245 0,271 0,484
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2.3. PREPARO DOS EXTRATOS

Pesou-se 215 mg das folhas de Coffea arabica L. para cada ponto do
planejamento de mistura em balanca Shimadzu AY220 e adicionou-se 20 mL de cada
solvente puro ou misturas de solventes em frasco de 25 mL com tampa. A mistura foi
submetida a banho de ultrassom Ultracleaner 1400 Unique por 20 minutos. A temperatura
foi mantida proxima de 0°C com gelo. A necessidade deste procedimento deve-se ao fato da
temperatura do banho aumentar durante o processo de ultrassonicagao e também, evita-se a
perda do solvente por evaporagdo e a oxidagdo de compostos. Em seguida as amostras foram
filtradas e os filtrados foram armazenados em freezer Electrolux Super FE26, a -20 °C. Os
extratos foram ressolubilizados em 2 mL de acetonitrila para a analise por espectrometria de

massa.

2.4. ANALISE EM ESPECTROMETRIA DE MASSA

A solugdo do extrato diluida foi injetada diretamente na fonte do
espectrometro de massa Bruker, equipado com analisador quadrupdlo e ionizagdo por
eletrospray (IES). A andlise foi operada no modo positivo e negativo. Os dados foram
adquiridos no modo de varredura usando uma gama de m/z de 80 a 1000 Da. As condi¢des
da fonte de ionizacao foram: voltagem capilar de 3 kV, 150 °C de temperatura da fonte, 80
L h'! de fluxo de gis do cone, 800 L h! de fluxo de gas de dessolvatagdo e 350 °C de
temperatura de dessolvatacdo. O teor do géas de nitrogé€nio utilizado na nebulizacao foi de

99% de pureza.
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2.5. PROCESSAMENTO DOS DADOS

O processamento dos espectros de EM foram realizados com a utilizagdo
do programa da Bruker, Data Analysis. Para a analise estatistica foi utilizado o programa

Statistica 7.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro passo nesse trabalho foi a andlise dos espectros de massa para
investigar a presenca dos fitohormonios e metabolitos secundérios que apresentam relacao
direta com eles. A Figura 2a-2d mostra os espectros de massa dos fitohormdnios, zeatina e
acido jasmonico e do flavonoide rutina e da xantona mangiferina, encontrados nos extratos,
bem como, a estrutura dos metabolitos e os sinais m/z dos respectivos ions. Na Tabela 2, sdo
apresentados os sinais obtidos e os encontrados na literatura. Comparando os resultados da
Tabela 2, observa-se a concordancia entre eles.

No segundo passo, as intensidades dos sinais m/z de cada ion, zeatina,
rutina, mangiferina e acido jasmonico para cada ponto do planejamento de mistura foram
usados como resposta para otimizagao do sistema extrator. Foram testados os modelos linear,

quadratico e cubico especial para cada metabolito para as cultivares IAPAR 59 e IPR 106.
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Figura 2. Espectros de massa e a formula estrutural dos metabolitos:
zeatina (a), rutina (b), mangiferina (c) e acido jasmonico (d)
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Tabela 2 — Caracterizacdo dos sinais obtidos por espectroscopia de massa.

Metabolito Sinal obtido (m/z)  Sinal encontrado na Modo
literatura (m/z)
Zeatina 218,10 218,10 Negativo
220,12 220,11 Positivo
Rutina 609,14 609,13 Negativo
Mangiferina 421,07 421,07 Negativo
Acido Jasménico 209,10 209,11 Negativo

Para a zeatina na cultivar IJAPAR 59 os modelos linear e quadratico

apresentaram falta de ajuste, sendo assim o modelo cubico especial foi usado para a
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modelagem. Os coeficientes significativos estdo destacados em vermelho na equagao 1. O
maior coeficiente linear foi apresentado pela acetona seguido da acetonitrila. Os coeficientes
dos termos quadraticos nao sao significativos e o termo cubico ¢ significativo no nivel de

95%, mostrando que ele € superior ao modelo quadratico.

y=+866acn+ 590 Me+1601 A+ 164 acn: A-1761Me: A+ 52459 acn: Me: A
(£310) (£310) (4339) (£1642) (+1642) (£10952)
[1]
O resultado da andlise de variancia mostrou que nao existe falta de ajuste,

porque a razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep)

foi menor que o F critico (Feri¢) no nivel de 95% de confianca, tabela 3.

Tabela 3 — Analise de variancia para o ajuste do modelo ctbico especial da zeatina para a
cultivar IAPAR 59.

Metabolito Soma gl Média Valorde F Valor de F P
quadratica quadratica  calculado critico
Zeatina
Regressdo 7,35E+6 5 1,47E+6 6,36 3,69 0,01
Residuos 1,84E+6 8 2,31E+5
Falta —de y30p5 1 130B+5 0,57 5,59 0,47
ajuste
Erro Puro 1,70E+6 7 2,44E+5
Total 9,20E+6 13 7,08E+5

Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 3. Os maiores valores de
intensidade para o ion zeatina previsto pelo modelo sdo obtidos no centro do triangulo
indicando que a mistura ternaria acn:Me:A (1:1:1 v/v/v) € o melhor solvente extrator para

esse fitohormonio, prevendo um valor de 2500.
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Figura 3. Curvas de nivel do modelo ctbico especial para a intensidade do
sinal m/z para zeatina na cultivar IAPAR 59.
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Os modelos linear e quadratico mostraram falta de ajuste para a rutina, na

cultivar TAPAR 59, sendo assim o modelo cubico especial foi usado, equagao 2.

9=46,6x10°acn+2,4x10* Me+2,9x10* A+2,3x10° acn: A+1,6x10° Me: A—1,1x10° acn: Me: A

(£5738) (£5738) (£6286) (+30365) (£30365) (+202533)
[2]
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O coeficiente para a acetona ¢ um pouco maior do que o coeficiente do

metanol. Aqui os termos quadraticos e o ctibico sdo significativos no nivel de 95%. A andlise

de varidancia mostrou que ndo existe falta de ajuste e a regressdo ¢ estatisticamente

significativa, Tabela 4. Suas curvas de nivel estao apresentadas na Figura 4. Observa-se nessa

Figura, que existe ponto de sela, ou seja, duas regides de maximo. Os maiores valores de

intensidade previstos para o ion rutina pelo modelo s3o obtidos com misturas bindrias de

acn:A (50%:50% v/v) ou Me:A (50%:50% v/v), sendo o melhor solvente extrator para a

rutina a mistura acn:A, prevendo um valor de 70000.

Tabela 4 — Anélise de variancia para o ajuste do modelo cubico especial da rutina para a

cultivar TAPAR 59.
Metabolito Soma gl Média Valorde F Valor de F P
quadratica quadratica  calculado critico
Rutina
Regressao 8,58E+9 5 1,71E+9 21,72 3,69 1,83E-4
Residuos 6,32E+8 8 7,90E+7
Falta —de sepig 1 1,58E+6 0,02 5,59 0,89
ajuste
Erro Puro 6,30E+8 7 9,01E+7
Total 9,21E+9 13 7,09E+8

Para a mangiferina, na cultivar IAPAR 59, o modelo linear e o cubico

especial mostraram falta de ajuste, sendo assim o modelo quadratico foi usado, equagao 3.

$=+4,0x10"acn +5,9%x10* Me+1,0x10° A+ 1,1x10° acn: Me +9,4x10° acn: A+7,8x10° Me: A

(£40253) (£40253)

(£40253)

(£185035)

(£185035)

(£185035)

[3]
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Figura 4. Curvas de nivel do modelo ctbico especial para a intensidade do
sinal m/z para rutina na cultivar [APAR 59.
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Observa-se que os coeficientes lineares e a interacdo acn:Me ndo sdo
significativas no nivel de 95%. Esse resultado mostra que acetonitrila, metanol ou a mistura
bindria de acn:Me ndo sdo bom extratores para a mangiferina. A analise de variancia mostrou
que ndo existe falta de ajuste, a razdo da média quadratica da falta de ajuste pela média
quadrética do erro puro foi Fea= 0,07 enquanto que Feri= 5,59 para 1 e 7 graus de liberdade.
Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 5. A Tabela S; da ANOVA para a

mangiferina pode ser vista no material suplementar.
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Figura 5. Curvas de nivel do modelo quadratico para a intensidade do sinal
m/z para mangiferina na cultivar [APAR 59.
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Observa-se nessa figura que o maior valor previsto de intensidade para o
ion mangiferina pelo modelo sdo obtidos com misturas binarias de 60%A4:40%acn (v/v) ou a
mistura terndria em torno de 66%A4:17%Me:17%acn (v/v/v). Considerando o custo dos
reagentes pode-se escolher a mistura ternaria como o melhor solvente extrator para a
mangiferina, prevendo um valor de 3x10°.

Para o acido jasmonico o modelo quadratico e o ctibico especial mostraram
falta de ajuste, sendo assim o modelo linear foi usado. O unico termo significativo no nivel

de 95% no modelo linear foi o coeficiente para a acetonitrila, equacao 4.

y=+23143acn+ 584 Me+1288 A [4]

(+5443) (+5443) (+5443)
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A andlise de variancia mostrou que ndo existe falta de ajuste, a razdo da
média quadratica da falta de ajuste pela média quadratica do erro puro foi Feai= 1,12 enquanto
que Feie= 5,59 para 4 e 7 graus de liberdade. A Tabela S; da ANOVA para o 4cido jasmodnico
pode ser vista no material suplementar. Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 6.
Observa-se nessa figura que o maior valor previsto de intensidade para o ion do acido

jasmonico pelo modelo linear, ¢ obtido com acetonitrila pura, prevendo um valor de 20000.

Figura 6. Curvas de nivel do modelo ctbico especial para a intensidade do
sinal m/z para 4cido jasmonico na cultivar IAPAR 59.
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0,00. 1,00

1,00, ,0,00
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10000
ACN MeOH 80% —

Na cultivar [PR 106, para a zeatina, os modelos linear e quadratico

apresentaram falta de ajuste, sendo assim o modelo cubico especial foi usado para a
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modelagem. Os coeficientes significativos estdo destacados em vermelho na equagdo 5. O
maior coeficiente linear foi apresentado pela acetonitrila seguido do metanol 80%. Dos
coeficientes dos termos quadraticos apenas a mistura metanol 80%:Acetona 80% (1:1 v/v)

foi significativo e o termo cubico ¢ significativo no nivel de 95%.

y=+1105acn+ 585 Me+ 477 A+2072acn: A+3959Me: A+40732acn: Me: A
(218) (+218) (£239) (1158) (£1158) (£7724)
[3]
O resultado da analise de variancia mostrou que ndo existe falta de ajuste,

porque a razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep)

foi menor que o F critico (Feri¢) no nivel de 95% de confianca, tabela 5.

Tabela 5 — Anélise de variancia para o ajuste do modelo ctbico especial da zeatina para a
cultivar IPR 106.

Metabolito Soma gl Média Valorde F Valor de F P
quadratica quadratica  calculado critico
Zeatina
Regressao 8,05E+6 5 1,61E+6 14,01 3,69 0,0008
Residuos 9,19E+5 8 1,14E+5
Falta —de 499 1 4921 0,04 559 08516
ajuste
Erro Puro 9,14E+5 7 1,30E+5
Total 8,97E+6 13 6,90E+5

Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 7. Os maiores valores de
intensidade para o ion zeatina previsto pelo modelo sdo obtidos no centro do tridngulo
indicando que a mistura ternaria acn:Me:A (1:1:1 v/v/v) € o melhor solvente extrator para

esse fitohormonio, prevendo um valor de 2500.
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Figura 7. Curvas de nivel do modelo ctbico especial para a intensidade do
sinal m/z para zeatina na cultivar IPR 106.

Acetona 80%
0,00, 1,00

- 2500
[ 2000
1,00 . k0,00 [ 11500
0,0 0,25 0,50 0,75 1,00 - 1000
500
ACN MeOH 80%,

Para a rutina, na cultivar IPR 106, os modelos linear e quadratico

mostraram falta de ajuste, sendo assim o modelo ctbico especial foi usado, equagdo 6

$=49,5x10° acn +2,0x10* Me+2,0x10* A+1,3x10° acn: A+1,5x10° Me: A—6,8x10° acn: Me: 4

(£58267) (£58267) (+63698) (2.940°) (£2940°)

[6]
O tnico termo ndo significativo foi a acetonitrila, mas a sua mistura acn:A

apresentou valores significativos, bem como da mistura Me:A, indicando um efeito sinérgico.
Aqui os termos quadraticos e o ctbico sdo significativos no nivel de 95%. A andlise de
variancia mostrou que ndo existe falta de ajuste e a regressao € estatisticamente significativa,

Tabela 6. Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 8. Observa-se nessa Figura, que
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existe ponto de sela, ou seja, duas regides de maximo. Os maiores valores de intensidade
previstos para o ion rutina pelo modelo sdao obtidos com misturas bindrias de acn:A4
(50%:50% v/v) ou Me:A (50%:50% v/v), sendo o melhor solvente extrator para a rutina a

mistura Me:A, prevendo um valor de 50000.

Tabela 6 — Analise de variancia para o ajuste do modelo cubico especial da rutina para a
cultivar IAPAR 59.

Metabolito Soma gl Média Valorde F Valor de F ]
quadratica quadratica  calculado critico
Rutina
Regressao 4,02+9 5 8,05E+8 6,34 3,69 0,01
Residuos 1,01E+9 8 1,27E+8
Falta ©—de ¢ e3k+5 1 6,83E+5  4,71E-3 5,59 0,95
ajuste
Erro Puro 1,01E+9 7 1,45E+8
Total 5,04E+9 13 3,87E+8

Para a mangiferina, na cultivar IPR 106, o modelo linear e o cubico especial

mostraram falta de ajuste, sendo assim o modelo quadratico foi usado, equagao 7.

$=46,0x10"acn +9,6x10* Me+8,9x10* 4+9,4x10 acn: A+8,3x10° Me: A

(£58267) (£58267) (£63698) (ﬁ,gxm»‘) (i2,9><105)

[7]
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Figura 8. Curvas de nivel do modelo ctbico especial para a intensidade do
sinal m/z para rutina na cultivar IPR 106.

Acetona 80%
0,00, 1,00

- 50000
[ 40000
1,00 4 . 0,00 [] 30000
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 - 20000
10000

ACN MeOH 80% ™

Observa-se que os coeficientes lineares ndo sdo significativas no nivel de 95%. Esse
resultado mostra que acetonitrila e metanol 80% ndo sdo bons extratores para a mangiferina.
A anélise de variancia mostrou que ndo existe falta de ajuste, a razdo da média quadrética da
falta de ajuste pela média quadratica do erro puro foi F calculado (Fca)) = 0,07 enquanto que
Ferie= 5,59 para 1 e 7 graus de liberdade. Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 9.
A Tabela S; da ANOVA para a mangiferina na cultivar [IPR 106 pode ser vista no material

suplementar.
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Figura 9. Curvas de nivel do modelo quadratico para a intensidade do sinal
m/z para mangiferina na cultivar IPR 106.
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Observa-se nessa figura que o maior valor previsto de intensidade para o ion
mangiferina pelo modelo sdo obtidos com misturas bindrias de 60%A4:40%acn (v/v) e
50%Me:50%A ou a mistura terndria em torno de 66%A4:17%Me:17%acn (V/V/V).
Considerando o custo dos reagentes pode-se escolher a mistura binaria Me:A (1:1 v/v) como

o melhor solvente extrator para a mangiferina, prevendo um valor de 3e*>.

Para o 4cido jasmonico os modelos quadratico e cubico especial mostraram falta de
ajuste, sendo assim o modelo linear foi usado. O unico termo significativo no nivel de 95%
no modelo linear foi o coeficiente para a acetonitrila, equagao 8.
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j;:+1(O417acn+3413Me+2916A [8]

+1072) (£1072) (+1072)

A andlise de variancia mostrou que ndo existe falta de ajuste, a razdo da
média quadratica da falta de ajuste pela média quadratica do erro puro foi Fea= 1,12 enquanto
que Feir= 5,59 para 4 e 7 graus de liberdade. A Tabela S4 da ANOVA para o 4cido jasmodnico
pode ser vista no material suplementar. Suas curvas de nivel estdo apresentadas na Figura 10.

Observa-se nessa figura que o maior valor previsto de intensidade para o
ion do acido jasmodnico pelo modelo linear, ¢ obtido com acetonitrila pura, prevendo um valor
de 10000.

A Figura 11a-11b mostra os graficos de barra das concentracdes relativas

dos fitohormonios e dos metabolitos, mangiferina e rutina, para IAPAR 59 ¢ IPR 106.

Na Figura 11a observa-se que a abundéncia relativa para a zeatina nas duas
cultivares sdo semelhantes enquanto que a abundancia relativa do &cido jasmonico para a

cultivar IAPAR 59 é o dobro da cultivar IPR 106.
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Figura 10. Curvas de nivel do modelo cubico especial para a intensidade
do sinal m/z para mangiferina na cultivar [PR106.
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Na Figura 11b observa-se um leve aumento na abundancia relativa da
rutina para IAPAR 59 ¢ ligeiramente maior que para a [IPR 106, enquanto que a abundancia
relativa para a mangiferina é igual para as duas cultiuvares.

Figura 11. Gréfico de barras das concentracdes relativas dos metabolitos
estudados para ambas as cultivares.
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4. CONCLUSAO

A composicdo da mistura do ponto central do planejamento,
acetonitrila:metanol 80%:acetona 80% (1:1:1 v/v/v), apresentou melhor eficiéncia para
extracdo de zeatina para ambas cultivares.

Para a rutina a melhor fase extratora ¢ composta por acn:A para o IJAPAR
59 e Me:A para a [IPR 106. Para mangiferina as maiores abundancias relativas foram obtidas
com a mistura bindria acn:A (60:40) ou mistura ternaria (66:17:17) para IAPAR 59 ¢ IPR
106 e acetonitrila para o dcido jasmodnico para as duas cultivares.

A abundancia relativa do 4cido jasmonico foi muito maior do que a da
zeatina, em ambas as cultivares, esta diferenca de concentragao pode ser explicada pelo efeito
de inibi¢do que estes dois fitohormonios tem entre si. A mangiferina mostrou uma
concentragdo superior a da rutina nas duas cultivares, o que pode ser ocasionado pela
presenca da citocinina (zeatina) pois este fitohormoénio inibe a rutina e pode aumentar
significativamente a concentra¢do da mangiferina. A cultivar IAPAR 59 apresentou maior
abundancia relativa de rutina, em torno de 40% maior do que na cultivar IPR 106, e do 4acido

jasmonico o dobro em relagdo a cultivar IPR 106.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1 — Andlise de variancia para o ajuste do modelo quadratico da cultivar IAPAR 59.

Metabdlito Soma g L Média Valor de F  Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico

Mangiferina
Regressao 1,65E+11 5 3,30E+10 10,11 3,69 2,63E-3
Residuos 2,61E+10 8 3,26E+9
Falta de 4 20E+7 1 4.20E+7 0,01 5,59 0,91
ajuste
Erro Puro 2,60E+10 7 3,72E+9
Total 1,91E+11 13 1,47E+10

Tabela Sz — Andlise de variancia para o ajuste do modelo linear da cultivar IAPAR 59.

Metabolito Soma gl Média Valorde F Valor de F P
quadratica quadratica  calculado critico
Acido
Jasmonico
Regressao 8,22E+8 2 4,11E+8 4,69 3,98 0,0336
Residuos 9,64E+8 11 8,76E+7
Falta de 3 76E+8 4 9,41E+7 1,12 4,12 0,4181
ajuste
Erro Puro 5,87E+8 7 8,39E+7
Total 1,78E+9 13 1,37E+8

Tabela S3 — Analise de varidncia para o ajuste do modelo quadratico da cultivar IPR 106.

Metabaolito Soma gl Média Valorde F  Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico

Mangiferina

Regressao 1,81E+11 5 3,62E+10 5,14 3,69 0,02
Residuos 5,63E+10 8 7,042E+9

Falta de ajuste 5,87E+8 1 5,87E+8 0,07 5,59 0,79
Erro Puro 5,57E+10 7 7,96E+9

Total 2,37E+11 13 1,82E+10

99



Tabela S4 — Andlise de variancia para o ajuste do modelo linear da cultivar IPR 106.

Metabdlito Soma gl Média Valor de F  Valor de F p
quadratica quadratica  calculado critico
Acido
Jasmonico
Regressao 8,73E+7 2 4,36E+7 12,83 3,98 0,0013
Residuos 3,74E+7 11 3,40E+6
Falta de ajuste 2,14E+7 4 5,36E+6 2,35 4,12 0,1519
Erro Puro 1,59E+7 7 2,27E+6
Total 1,24E+8 13 9,59E+6
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CONCLUSAO




CONCLUSAO GERAL

Com a aplicagdo do planejamento de misturas simplex-centroide aos dados obtidos
por espectroscopia de RMN foi possivel encontrar a mistura dos trés componentes (acn, Me
e A) que apresentou a maior concentracao relativa dos sinais do padrao AIA, que foi utilizado
para fortificar extratos de folha de Coffea arabica, a mistura acn:Me:A (1:1:1 v/v/v) foi a que

apresentou a maior concentragao deste fitohormonio.

A AH mostrou que a fase extratora metanol 80% traz uma caracteristica aos extratos
que se sobressai se comparada as outras componentes puras do planejamento utilizado. A
aplicacdo da ACP na regido de campo alto dos espectros de RMN 'H indicou uma separacio
dos extratos baseado na basicidade da fase extratora, enquanto que a mesma analise na regiao
de campo médio dos mesmos extratos identificou a separacdo do solvente acetonitrila das
outras, possivelmente por ser a Unica fase extratora que ndo continha dgua na sua
composicdo. Esta regido dos espectros de RMN 'H também apresentou as fases extratoras
acn, Me, A e acn:A que mostraram uma separacao entre as duas cultivares analisadas (IAPAR

59 ¢ IPR 106).

A analise por espectrometria de massa dos extratos mostrou que o principal caminho
para a biossintese das auxinas nas folhas de Coffea arabica ¢ a via triptofano-triptamina-
indol-3-acetaldeido-AIA. Também foi possivel identificar varios conjugados da auxina,
indicando que a maior parte do AIA ndo estd na sua forma livre nas amostras analisadas.

Com a utilizagdo das curvas de niveis foi possivel identificar o melhor solvente extrator para
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os precursores do AIA, assim como para seus conjugados. A soma da concentragdo relativa

do AIA-conjugado foi maior do que a de seus precursores.

Os espectros de massa também apresentaram informacdes sobre os fitohormonios
zeatina e acido jasmonico e de dois metabolitos que apresentam relagdes com hormonios
vegetais, a mangiferina e a rutina. Os modelos obtidos mostraram as melhores fases

extratoras para cada um desses metabolitos.

O solvente acetonitrila mostrou-se um bom extrator para o acido jasmonico, além de
apresentar as maiores concentracdes relativas apresentou valores baixos para todos os outros

metabodlitos estudados.

Os extratos obtidos a partir do metanol 80% mostraram altas concentracdes relativas
para todos os AIA-conjugados, indicando que esse solvente pode ser utilizado em estudos de

auxinas conjugadas.

As misturas binarias com acetona 80%, acn:A e Me:A, mostraram altos valores para
extracdo dos flavonoides, rutina e mangiferina, mostrando uma interagdo destes solventes

com esta classe de metabolitos.

O ponto central do planejamento, acn:Me:A, mostrou-se importante na extracdo do

padrao AIA e do fitohormonio zeatina.
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