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RESUMO 

 

A produtividade de um cafeeiro, assim como a abundância relativa de metabólitos 
presentes, está diretamente ligada ao déficit hídrico e quantidade de radiação. Várias 
regiões do Brasil vêm aumentando os níveis de irrigação devido às mudanças 
climáticas drásticas, até mesmo onde as chuvas são favoráveis para o cultivo. O 
conjunto dos metabolitos de uma espécie biológica é chamada metaboloma e é por 
meio deste que se obtém uma “impressão digital” da planta. Neste estudo, utilizou-se 
planejamento experimental do tipo centróide-simplex em amostras de Coffea arabica 
de genótipo IAPAR59, extraídas em diferentes proporções de solvente extrator etanol, 
diclorometano e hexano. Em seguida, os extratos foram analisados utilizando-se 
técnicas como infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), espectrofotometria 
no ultravioleta e vísível (UV-Vis) e cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). Os 
dados foram submetidos a métodos quimiométricos, assim, com os perfis 
metabolômicos dos extratos pôde-se discorrer a cerca de deficit hídrico e radiação 
excessiva. A abundância relativa de metabólitos foi proporcional a altura da planta, 
portanto, quanto maior a radiação maior produção de metabólitos para proteção e 
fotossíntese. O solvente hexano, mesmo com baixa absorbância, contribuiu para a 
formação da impressão digital, apresentando os três picos característicos de 
carotenóides: β-criptoxantina, gama-caroteno, β-caroteno, em especial prolicopeno e 
neurosporeno. Plantações autossombreadas e em excesso de radiação mostraram 
maiores valores de abundância relativa de metabólitos proporcionalmente às alturas, 
40 ˂ 80 ˂ 120 cm, assim como clorofila alfa (principalmente) e beta, extraídas por 
solventes polares, que aumentam com exposição solar proporcionalmente à taxa 
fotossintética. Os metabólitos formadores da impressão digital irão depender das 
interações entre taxas hídrica e radiação . 
 
Palavras-chave: Análise de componentes principais. Déficit hídrico. Excesso de 

radiação. Coffea arabica. Métodos quimiométricos. 
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ABSTRACT 
 
 
The productivity of a coffee tree, as well as the relative abundande of metabolites 
present, is directly linked to the water deficit and amount of radiation. Various regions 
of Brazil have increased the irrigation levels due to drastic climate changes, even 
where rainfall is favorable for cultivation. The set of metabolites of a biological species 
is called metabolome and it is through this that a "fingerprint" of the plant is obtained. 
In this study, it was used a simplex centroid experimental planning in samples of Coffea 
arabica of genotype IAPAR59, extracted in different proportions of ethanol extractor 
solvent, dichloromethane and hexane. After that, the extracts were analyzed using 
techniques such as Fourier transform infrared (FTIR), spectroscopy in the ultraviolet 
and visible (UV-Vis) and high performance liquid chromatography (HPLC). Data was 
submitted to chemometric methods, thereby, with the metabolomic profiles of the 
extracts it was possible to discuss about the water deficit and excessive radiation. It 
was found that the relative abundance of metabolite is proportional to the plant height, 
thus, the higher the radiation, greater the production of metabolites for protection and 
photosynthesis. The hexane solvent, even with low absorbance contributed to the 
formation of the fingerprint, presenting three characteristic peaks of carotenoids: β-
cryptoxanthin, gamma-carotene, β-carotene, in particular prolycopene and 
neurosporene. Self-shaded crops with high levels of radiation showed increased 
concentrations of metabolites in proportion to heights, 40 ˂ 80 ˂ 120 cm. There are α 
chlorophyll concentrations (mostly) and β, extracted by polar solvents, which increase 
with sun exposure in proportion to the photosynthetic rate. Higher concentrations of 
fingerprint trainers of metabolites will depend on the interactions between the rate of 
radiation and water. 
 
Keywords: Principal component analysis. Water deficit. Excessive radiation. Coffea 

arabica. Chemometric methods. 
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1 INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 
Escrituras datadas de 900 a.C. relatam que o café, folha e fruto, era 

usado para fim medicinal: estimulante do sistema nervoso, alívio de dores de cabeça 

e tosse, auxílio na digestão, reumatismo, febres intermitentes e na cura de vermes em 

crianças1. 

O   arbusto de Coffea arabica, de até 4 m de altura, possui folhas 

elípiticas de cor verde escuro com dimensões de 13,5 cm x 5,0 cm. Os grãos 

esverdeados de dimensões de 0,88 cm x 0,65 cm são protegidos pelos frutos de tamanho 

aproximado de 1,5 cm x 1,1 cm até condições favoráveis de germinação1. 

Espécies vegetais, em geral, possuem um ciclo de desenvolvimento 

denominado ciclo fenológico, que pode ser anual ou perene. Anual, como o próprio 

nome sugere, se desenvolve em um mesmo ano e perene desenvolve-se por vários 

anos. O ciclo fenológico do cafeeiro (Coffea arabica) chama-se bienal, pois tem um 

período de 2 anos para ocorrência das fases vegetativas e reprodutivas em função 

das condições do ambiente, por isso são de difícil manipulação gênica2. Nos meses 

em que os dias são mais longos, primeiro ano, formam-se ramos vegetativos com 

gemas axilares nos nós. Quando os dias tornam-se reduzidos, estas gemas 

transformam-se em gemas reprodutivas, graças ao fototropismo3. As gemas 

começam a se desenvolver e amadurecer quando os dias têm períodos de menos de 

13h de luz4. Maduras, as gemas entram em dormência preparando-se para florescer. 

A abertura das flores é influenciada por fatores ambientais como chuva, irrigação e 

aumento da umidade do ar5. O segundo ano então se inicia; formam-se os 

chumbinhos até o crescimento total, granação e maturação. O envelhecimento vem a 

seguir, morrem os ramos plagiotrópicos terminais e ocorre a auto-poda5. Observou-se 

queda de dormência dos botões florais de café com diminuição da temperatura, ou a 
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rápida queda térmica seguida de falta de água, (irrigação/chuva), sinergicamente6. 

Estudos relatam que irrigações frequentes após formação de broto floral resultam em 

uma maior desuniformidade na floração7. Por outro lado, notou-se que a bienalidade 

no número total de flores, percentual de frutos e ramificações foram mantidos em 

lavouras irrigadas durante as duas safras8. 

Não só fatores ambientais como clima, vegetação, hidrografia mas 

também colheita e preparo são fundamentais para uma boa qualidade da bebida9. 

Visando as exigências do mercado, na busca de produtos de qualidade, 

principalmente quando refere-se à exportação, a cafeicultura brasileira vem 

apresentando mudanças para potencializar sua produtividade. Em busca de uma 

maior lucratividade, os produtores vêm adotando técnicas para o manejo das lavouras, 

como a mecanização da colheita, adensamento de plantio e até a irrigação, em áreas 

necessitadas, mas também onde não há déficit hídrico10. 

Nos últimos anos, a irrigação trouxe um grande avanço à tecnologia, 

porém, ainda existem controvérsias. A planta necessita de um certo déficit hídrico, não 

se sabe o quanto exatamente, para florescer uniformemente e sem danos à 

produção11. Nos períodos de carência de água, a folha fornece água aos botões para 

manter o equilíbrio da planta. Outra questão é se há realmente a necessidade de 

irrigação em regiões que não sofrem de déficit hídrico12. Em excesso, esse déficit, 

mesmo que de forma progressiva pode afetar todas as atividades metabólicas da 

planta, como fotossíntese, taxa de crescimento, síntese de proteínas13. 

Em períodos de seca ou exposição excessiva ao sol, há mudanças 

nos processos fisiológicos do cafeeiro, já que há a necessidade de adequação ao 

ambiente14. Quando há o reestabelecimento das condições favoráveis, o cafeeiro 

reage de forma a compensar este déficit gerando uma grande atividade fisiológica. 
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Uma comparação entre plantas irrigadas e não irrigadas, mostrou não haver diferença 

no período de florada devido à resistência de cada planta à absorção de água pela 

raiz15. Durante o período de seca, a planta faz uma reserva de nutrientes e metabólitos 

nos tecidos lenhosos, que contribui para a florada seguinte16. O cafeeiro pode ser 

cultivado em ambientes de pouca intensidade luminosa, ou seja, mais sombreados, 

pois assim, há a proteção contra altas temperaturas e consequentemente a melhoria 

da qualidade do café17. As plantas expostas a dias muito ensolarados podem sofrer 

de fotoinibição18. Esta fotoinibição está ligada às altas temperaturas, pois a raiz não 

transporta o ferro para o restante da planta, inibindo assim seu crescimento19. Porém, 

o sombreamento excessivo pode afetar negativamente a produção do cafeeiro, 

ocasionando mudanças fisiológicas, reprodutivas, anatômicas e até afetar o 

microclima local20. Esta característica denomina-se plasticidade fenotípica, pois o 

cafeeiro tem a capacidade de expressar diferentes fenótipos, de acordo com o 

ambiente em que se encontra21.  

Estas técnicas de melhoramento de plantio, tornam-se mais eficazes 

quando relacionadas a aspectos ambientais, fisiológicos, bióticos e abióticos. 

Condições hídricas do cafeeiro vão depender do adensamento de plantio utilizado e 

da sazonalidade. Estudos relatam que quando há espaçamentos tradicionais entre os 

cafeeiros há uma maior absorção de radiação e consequentemente maior 

transpiração do vegetal. Nos adensamentos de plantio, a resposta é contrária, pois há 

uma menor absorção da radiação pela planta e por este motivo há um gasto hídrico 

inferior22. Na plantação adensada há um aumento do número de plantas por hectare 

(planta·ha-1) e consequentemente um número maior de frutos, porém, não há 

comprovação que sejam de melhor qualidade. As dimensões utilizadas em culturas 

de café no Brasil passaram de 700 e 800 plantas/ha para um adensamento arquitetural 
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com dimensões variando de 5.000 a 10.000 plantas/ha23. Como o dimensionamento 

do plantio de café influencia diretamente no desenvolvimento dos metabólitos do 

vegetal, estudos mostraram que um plantio com densidade variando de 5 a 17 mil 

plantas/ha melhora a produtividade e reduz custos, considerado-se um maior número 

de safras24. O adensamento, portanto, está diretamente relacionado aos métodos 

ecofisiológicos do vegetal e sua exposição a limitações ambientais como excesso de 

luz ou sombreamento. Isto fará folhas e grãos terem entre si uma certa competição 

pelos nutrientes do solo. O estudo da folha também tem grande importância, já que é 

a responsável pela produção ou assimilação de vários metabólitos da planta que são 

distribuídos para os grãos25. 

O enfoque, portanto, é melhorar cada vez mais a qualidade da bebida, 

determinada pela composição de metabólitos nos grãos e consequentemente nas 

folhas. Por esse motivo, buscam-se tecnologias para manter ou aumentar a qualidade 

da colheita, aliando ecofisiologia vegetal e limitação ambiental (déficit hídrico e 

excesso de radiação).  

Os principais metabólitos encontrados no café são representados por 

aminoácidos, gorduras, carboidratos e ácidos orgânicos. A maior relevência se dá para 

alguns deles em especial: clorofila, composto de cor verde, com propriedade 

antioxidante e agente fotossensiblizador27, vital para a sobrevivência do vegetal por 

ser um dos principais pigmentos ativos do processo fotossintético26. Na planta, divide-

se em duas formas, clorofila alfa e beta. A clorofila alfa geralmente, encontra-se em 

maior proporção, difere da beta por conter um grupo funcional aldeído em substituição 

a um grupo metila. A quantidade de clorofila é dada por área folear. Folhas expostas 

a maiores taxas de radiação necessitam de uma maior concentração de clorofila para 

síntese e degradação28, se comparadas às plantas sombreadas29. Estas, possuem 
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folhas mais finas e alongadas e tal fisiologia as tornam capazes de utilizar menos luz 

solar. Quando enzimas degradam a clorofila, observa-se na planta uma cor 

amarelada.   

Os compostos fenólicos possuem anel aromático com um ou mais 

substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais. Existem cerca de cinco mil 

fenóis, dentre eles destacam-se: flavonóides (antocianinas, flavonóis), ácidos 

fenólicos (ácidos benzóico, cinâmico), antraquinonas e na classe das lactonas a 

cumarina30. Encontram-se em alimentos como frutas, legumes, cereais e 

leguminosas, em bebidas tais como o vinho, chá e café31. Em alimentos, são 

responsáveis pela cor, adstringência, aroma e estabilidade oxidativa. São essenciais 

no crescimento e reprodução dos vegetais, além de atuarem como agente 

antipatogênico e contribuírem na pigmentação. Formam-se em condições de estresse 

como, infecções por patógenos microbianos, ferimentos, radiações UV, deficiência de 

nutrientes minerais32. As folhas cultivadas ao sol apresentam maior concentração de 

compostos ativos (fenóis, teobromina, cafeína e rutina) quando comparadas com as 

de sombra. A luz absorvida produz energia, gera radicais livres e induz a danos 

celulares. Para proteger-se, a planta, exposta diretamente ao sol, produz compostos 

antioxidantes, aumentando assim o nível de ácidos clorogênicos33. Estes metabólitos 

secundários geram, quando da torrefação do café, o sabor amargo da bebida34. Os 

ácidos clorogênicos (CGA) são oriundos de esterificação de ácidos hidroxicinâmico 

(p-cumarico, telúrico e cafeico) e ácido quínico35 (presentes desta forma nas 

sementes). Possuem propriedades antioxidantes, amplamente encontrados em 

produtos naturais, previnem doenças cardiovasculares e câncer36. No vegetal, 

contribui para formação de pigmentos, sabor e aroma dos grãos de café, 

determinando assim, a qualidade da bebida. Os CGA´s polimerizam produtos 
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insolúveis tais como pigmentos castanhos e lignina para defesa das plantas e síntese 

de componentes da parede celular vegetal. As práticas agrícolas, clima e solo 

contribuem para a totalidade de CGA em grãos de café verde, que variam de acordo 

com a espécie e grau de maturação alcançando teores de até 14 % em peso seco32. 

Embora o CGA seja encontrado principalmente nas sementes de café, encontram-se 

também em suas folhas e polpa, porém em baixa concentração. Níveis mais baixos 

de CGA influenciam na melhor qualidade da bebida pois são responsáveis pela acidez 

final, adstringência e amargura37. Na polpa, os principais compostos fenólicos são os 

taninos condensados.  

Os carotenóides são corantes naturais das plantas e agem como 

potentes antioxidantes, fornecendo vitamina A aos alimentos. São compostos 

lipossolúveis, de estrutura simétrica e acíclica, formados por cadeias de ligações 

duplas conjugadas, basicamente átomos de carbono e hidrogênio. A quantidade 

destas ligações é sempre proporcional à ação desses fitoquímicos sobre os radicais 

livres38. Carotenóides encontram-se acumulados nos cloroplastos de plantas verdes, 

podendo formar complexos não-covalentes com proteínas. Subdividem-se em: e -

carotenos (precursor da vitamina A), -criptoxantina, licopeno, luteína, zeaxantina, 

violaxantina e neoxantina, entre outros39. O licopeno encontra-se também em tecidos 

humanos, como fígado40. Folhas e frutas mantém constante as concentrações de 

carotenóides até o início da senescência.  

Não menos importante que os demais, as metilxantinas: cafeína e 

teobromina são metabólitos com funções fisiológicas e farmacológicas no organismo, 

estimulação do sistema nervoso, do músculo cardíaco, relaxamento muscular e ação 

diurética41. A cafeína possui alta estabilidade térmica, pois sua principal característica, 

o sabor amargo da bebida, persiste após a torrefação e preparo42. Diferentemente, a 
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teobromina sofre degradação em altas temperaturas liberando substâncias voláteis, 

derivados de piridina e pirrol, que determinam o sabor da bebida e substâncias 

precursoras da vitamina B3, niacina37. 

Para determinação destes metabólitos, tanto primários quanto 

secundários, é feito uma análise metabolômica, que tem como objetivo obter tantos 

metabólitos quanto possíveis em uma única etapa, geralmente sem necessidade de 

purificação do extrato, o que difere dos casos rotineiros43. Cada tipo de composto 

exige uma determinada condição para extração e isso pode gerar problemas na 

escolha do solvente extrator, pois em uma mesma planta há uma grande 

heterogeneidade de componentes e de polaridades diferentes44.  

A alternativa utilizada para a melhor escolha do agente extrator é 

utilizar o triângulo de seletividade proposto por Snyder45. Para extração de metabólitos 

polares usa-se etanol, metanol ou água, enquanto que para os lipofílicos é comum a 

utilização de clorofórmio e hexano. Flavonóides geralmente são extraídos em 

hidrocarbonetos e terpenos em cetonas alifáticas. Escolhe-se os reagentes, puros ou 

misturas, a fim de maximizar a eficiência da extração, obtendo-se um maior ou menor 

número de metabólitos, de acordo com o objetivo do estudo46. Se a extração é 

realizada a partir de misturas, realiza-se um planejamento estatístico para escolha dos 

agentes extratores. Assim, o erro será minimizado e a quantidade de experimentos a 

serem realizados poderá ser determinada47. A mesma importância se dá aos métodos 

de identificação e separação dos metabólitos extraídos. Para tanto, os químicos 

utilizam técnicas espectroscópicas na região do infravermelho (FTIR) e 

espectrofotométricas na região do ultravioleta-visível (UV-Vis). O FTIR mostra os 

grupos funcionais presentes enquanto o UV-Vis mostra compostos com ligações 

insaturadas e conjugações48. Porém, estas técnicas são muito limitadas para análises 
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de plantas quando comparadas a outras áreas (indústria de alimento e de bebida, 

microbiologia, farmacêutica, etc.)49. Estas, são mais vantajosas quando aliadas a 

outras técnicas e utilizadas para substâncias isoladas, em plantas medicinais e em 

estudos fitoquímicos como ferramenta para construção da impressão digital do 

vegetal. Existem diferenças sutis nos espectros das plantas dentro da mesma espécie, 

que passam desapercebidas a olho nu e até em regiões de UV. Hoje, técnicas 

cromatográficas, como cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), cromatografia 

gasosa (CG), eletroforese capilar (EC) e cromatografia em camada delgada (CCD) 

vêm sendo aplicadas em análises de qualidade de amostras de plantas50, pois através 

dela pode-se quantificar individualmente os metabólitos secundários e assim gerar 

uma impressão digital para identificar ou qualificar a amostra em questão.  

A obtenção de uma impressão digital cromatográfica está se tornando 

atualmente, o método mais conveniente e efetivo, por haver a falta de padrões 

autênticos para identificação dos componentes. 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) separa facilmente 

alcalóides, álcoois, antibióticos, aromáticos, agrotóxicos e vitaminas51, porém, a 

dificuldade é otimizar a fase móvel para cada amostra52. Há a necessidade de 

informações a respeito das propriedades cromatográficas dos solventes, já que, a 

finalidade é selecionar os componentes de interesse da amostra e uniformizar os picos 

no cromatograma53. A composição da fase móvel vai afetar na separação dos 

componentes devido à polaridade e seletividade. A força do solvente de uma mistura 

eluente e a fração de água na mistura irão determinar as separações.  Portanto, é de 

extrema importância a otimização da fase móvel para obtenção da impressão digital, 

já que os extratos não passam por fracionamento químico. O uso de planejamentos 

estatísticos envolvendo misturas no estudo de produtos naturais é hoje exemplificado 
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na literatura pelo nosso grupo de pesquisa (LQCN)54, porém, ainda há falta de padrão 

para o material vegetal, pois existe muita semelhança entre espécies do mesmo 

gênero. Logo, a impressão digital é o método que vai fornecer o conjunto de 

informações químicas das plantas e de produtos naturais por meio de espectros, 

cromatogramas, todos obtidos por técnicas analíticas55.Os compostos importantes, 

que realmente sofrem modificação com mudanças ambientais podem ser identificados 

por métodos quimiométricos: planejamento estatístico, análise se superfície de 

resposta, análise de componentes principais (ACP) e análise hierárquica (AH)56, 

porém há uma quantidade enorme de variáveis nestes processos. O modelo 

estatístico vai correlacionar todas as amostras com todas as variáveis existentes no 

estudo. No caso da quimiometria em produtos naturais, as informações químicas 

relevantes geralmente estarão contidas em uma pequena porcentagem destas 

variáveis57. A escolha, portanto, é baseada em métodos subjetivos, prevalecendo o 

conhecimento químico e a experiência.  

Pelo conjunto destes fatores, associados à importância da impressão 

digital como mecanismo no controle de qualidade de produtos naturais, este trabalho 

teve como objetivo avaliar as diferenças existentes entre folhas de mesmo cultivar 

IAPAR 59, coletadas em diferentes estratos/alturas e taxas de irrigação por impressão 

digital cromatográfica e espectroscópica para comparar a ecofisiologia vegetal 

exposta ao estresse hídrico e excesso de radiação. 
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Objetivos específicos 
 

1) Aplicar métodos quimiométricos de análise multivariada associados 

a dados cromatográficos e espectroscópicos para análise metabolômica dos extratos 
das folhas de Coffea arabica. 
 

2) Investigar a influência do solvente extrator por planejamento de 

misturas com três componentes na elaboração dos extratos das folhas de Coffea 

arabica. 

 
3) Utilizar métodos cromatográficos na confirmação da análise 

exploratória espectroscópica dos extratos das folhas do Coffea arábica L.  

 

4) Determinar quais estratos apresentam maior abundância relativa 

de metabólitos. 
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Capítulo II 

MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 
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2.1 Quimiometria 
 

A Quimiometria surgiu na década de 70, como uma área da química 

analítica e teve crescimento notório devido ao aprimoramento dos computadores em 

laboratórios. Utiliza-se de métodos matemáticos e estatísticos multivariados para 

planejar, selecionar, validar e modelar, otimizar, calibrar, padronizar58 procedimentos 

ótimos de medidas e experimentos e extrair o máximo de informação química 

relevante possível59. A eficiencia nas operações torna-se limitante quando não há um 

tratamento de dados adequado. 

 

2.2 Modelagem de Misturas47,60 
 

Mistura é a junção de ingredientes diferentes para formação de um 

produto. Suas características irão depender da natureza e das proporções relativas 

de cada ingrediente e não da quantidade total da mistura. A soma das proporções dos 

componentes da mistura é 100%. Pode-se escrever para uma mistura de q 

componentes: 

 
∑ ௜ݔ = 100% = 1௤
௜ୀଵ                                                    (1) 

 

onde xi representa a proporção do i-ésimo componente desta mistura. Esta equação 

possui um grau de liberdade a menos das proporções, portanto, para especificar qual 

composição possui a mistura, é necessário o conhecimento de apenas as proporções 

de q -1 componentes. A quantidade do último componente corresponderá ao que falta 

para completar 100%47.  

Uma região ‘‘simplex‘‘ é então obtida do resultado da Equação 1. Esta 

região é uma configuração espacial  que corresponde ao número de dimensões do 
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espaço mais um. Um dos q componentes (pontos) assume a proporção 1 e cada um 

deles representam uma mistura no simplex. 

Para sistemas com três fatores independentes, realiza-se 

experimentos em qualquer ponto dentro do cubo, Figura 1. Quando se trata de uma 

mistura de três componentes, os experimentos obedecem à equação x1+x2+x3=1, que 

define um triângulo equilátero inscrito no cubo, Figura 1. 

Na mistura ternária, todas as possíveis composições estarão 

representadas pelos pontos no triângulo. Os vértices serão componentes puros, as 

arestas corresponderão às misturas binárias e as misturas ternárias serão os pontos 

no interior do triângulo47,60.  

 
Figura 1. Espaço experimental limitado aos pontos pertencentes ao triângulo para 

misturas de três componentes. 
 

 

Um polinômio geral (Equação 2) é então ajustado a partir das 

respostas amostrais obtidas no planejamento, onde ŷ  é a resposta prevista pelo 

modelo, ε é o erro experimental, os coeficientes *bi  são as respostas medidas para os 

componentes puros, enquanto os valores de *bij são obtidos a partir de ensaios feitos 
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com os componentes i e j puros e com uma mistura binária de i e j em proporções 

iguais.  

* * *ˆ 1
q q q q q qy b x b x x b x x xi i ij i j ijk i j ki j j i ji j k k             (2) 

 
2.3 Análise Exploratória de Dados47,60 

 
A análise exploratória tem como objetivo analisar os dados para 

extrair informações que possam relacionar objetos e variáveis. A partir daí pode-se 

levantar hipóteses e propor modelos não estabelecidos anteriormente.  

Os dados multivariados experimentais serão então analisados pelos 

métodos quimiométricos, a partir da sequência básica ilustrada na Figura 2. O primeiro 

passo antes de analisar os dados é verificar visualmente a existência de problemas 

como: variação da linha de base, sobreposição de picos e ruídos. Feito isso, os dados 

são convertidos em uma matriz X (tabela de dados). As amostras (objetos) serão 

representadas por n linhas da matriz, enquanto que as variáveis correspondem as m 

colunas. Cada valor é uma propriedade medida de uma amostra específica. Em 

seguida, quando necessário, realiza-se uma pré-seleção das variáveis para definir a 

melhor região do espectro e/ou cromatograma para que análise multivariada seja feita 

corretamente.  

O grupo de amostras deve ser representativo e fornecer informações 

adequadas, não havendo a necessidade de um conjunto imenso de dados61. 

Quando os dados gerados contêm muitas variações, como erros 

aleatórios, sistemáticos ou unidades diferentes, torna-se muito importante não pular a 

etapa de pré-processamento, já que estes fatores podem comprometer a análise. O 



30 

 
 

pré-processamento consiste em estratégias matemática dos dados para reduzir ou 

até remover tais variações62. 

A seguir, está apresentado a sequência básica dos dois principais 

métodos de análise exploratória. 

 
Figura 2. Esquema da seqüência usada na análise multivariada dos dados 

experimentais, ACP (Análise de Componentes Principais) e AH (Análise 

Hierárquica). 

 ACP AH
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2.3.1 Análise de Componentes Principais (ACP)  
 

Atualmente esta análise é usada por químicos e até físicos, porém 

teve seus primórdios nos anos 40 com as ciências sociais. Inclui analisar espectros e 

seus deslocamentos, deconvolução de bandas e especificar componentes em 

misturas63. 

A ACP é uma maneira de reescrever os dados deixando-os de uma 

forma mais conveniente para a análise, porém sem perder nenhuma informação. 

Neste método, mudam-se as coordenadas das amostras de eixo com a finalidade de 

reduzir  a dimensão do conjunto de dados por meio de combinações lineares das 

variáveis originais. A importância de tais variáveis dá-se pelos loadings e para cada 

objeto existirá um escore. A partir daí pode-se detectar amostras irregulares e 

distinguir variáveis para modelagem64. 

A primeira componente principal (CP) é orientada na direção da maior 

variância de dados, a segunda CP orienta-se de forma que seja ortogonal à primeira 

e represente a variância máxima não explicada anteriormente. Portanto, cada CP é 

obtida em ordem decrescente de variância65.  

Define-se ACP no espaço das amostras ou das variáveis e sua 

decomposição é calculada pela diagonalização da matriz de associação XXt
 ou da 

matriz XtX. A matriz X(nxm) formada, com n objetos (amostras, compostos químicos, 

espectros, etc.) e m variáveis (altura de picos cromatográficos,valores de 

absorbâncias, etc.) é então decomposta no produto de duas novas matrizes 

menores66.  

 
  X (n x m) = T (n x q) x Pt (q x m) + E(n x m)                      (3)  
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Onde P é a matriz dos loadings (pesos) das componentes principais, T é a matriz dos 

escores das componentes principais, E é a matriz dos resíduos. O sobrescrito t indica 

a transposta da matriz P, q é um escalar que corresponde à quantidade de 

componentes principais que serão necessárias para descrever a maior percentagem 

da variância dos dados (Equação 3). Este comportamento está representado 

esquematicamente na Figura 3. 

 
Figura 3. Esquema da decomposição da matriz X no produto de duas matrizes. 
 

  
 
 

Feito este cálculo, os resultados são analisados para interpretar a 

distribuição das amostras em um gráfico bi ou tridimensional das componentes 

principais. Pela visão estatística, a importancia das variáveis originais escolhidas, será 

dada as que possuírem maiores valores em módulo de loadings na combinação linear 

das componentes principais, enquanto que para a química de produtos naturais, o que 

realmente importa são as informações relevantes. 

A matriz P (loadings) ou T (escores) pode ainda sofrer uma rotação 

rígida, denominada varimax. Esta rotação tornará máxima a variância dos loadings 

das CP´s porém sem perder a ortogonalidade67.  

 

 

 

 

E T 
Pt 

m m m 
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2.3.2 Análise Hierárquica (AH)68,69 
 

“Análise de agrupamentos” é o nome coletivo dado a um conjunto de 

técnicas que permitem separar objetos ou variáveis em grupos diferentes. O método 

mais utilizado de agrupamentos é a análise hierárquica (AH). 

A AH interliga as amostras de acordo com suas similaridades, 

correlações ou distâncias, propagando-os de acordo com as informações fornecidas 

pelas variáveis, pois agrupamentos naturais são pré-existentes no conjunto de dados. 

Denomina-se dendrograma o gráfico bidimensional que representa a análise 

hierárquica.  

 O método matemático utilizado é simples: agrupa-se os pares de 

amostras (pontos) mais próximos ou mais distantes, no espaço p-dimensional, 

utilizando-se a distância Euclidiana (Equação 4) e estes são então substituídos por 

um novo ponto, localizado na metade da distância entre eles. 

 

݀௜௞ =  ൣ∑ ൫ݔ௜௝ − ௞௝൯ ଶ௣ݔ
௝ୀଵ ൧ ଵ/ଶ   (4)  

 

Nesta equação, dik é a distância Euclidiana entre os pontos i e k. Este 

procedimento repete-se até que todos os pontos sejam agrupados em um só ponto.  

Constrói-se então o dendrograma, o eixo horizontal determina as amostras e o eixo 

vertical a distancia entre elas, Figura 4. Quanto menor a distância entre as amostras, 

maior será a semelhança. Define-se similaridade pela Equação 5. 

 

௜ܵ௞ =  ቂ1 − ௗ೔ೖ
(ௗ೔ೖ )೘áೣ

ቃ         (5) 
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Onde Sik é a similaridade entre as amostras i e k e (dik)máx é a máxima distância entre 

os dois pontos do conjunto no espaço p-dimensional. Quando Sik=1 as amostras são 

idénticas, quando Sik=0 dois pontos estão na máxima distância de todo o conjunto. 

Esta análise de agrupamentos pode ser complementar à ACP pois há 

a possibilidade de visualização de semelhanças e diferenças entre as amostras de 

uma outra maneira, aumentando assim a confiança nos resultados. 

 

Figura 4. Esquema de um dendograma, no eixo horizontal são colocadas as amostras 

e no eixo vertical o grau de similaridade entre elas.  
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3 DESCRIÇÃO EXPERIMENTAL 
 

Neste capítulo serão apresentados os procedimentos experimentais 

utilizados para avaliar a impressão digital cromatográfica na análise de metabólitos de 

coffea arabica em condições de déficit hídrico e excesso de radiação. O resumo do 

procedimento experimental está apresentado na Figura 5. 

 
Figura 5. Procedimento experimental utilizado no estudo da impressão digital 

cromatográfica na análise de metabólitos de Coffea arabica em condições 

de déficit hídrico e excesso de radiação. 
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3.1 Planta 
 

A planta utilizada para a realização dos experimentos foi Coffea 

arabica L., popularmente conhecido como café-arábica ou cafeeiro. Tem como 

características taxonômicas: 

 Reino: Plantae 

 Divisão: Magnoliophyta 

 Classe: Magnoliopsida 

 Ordem: Gentianales 

 Família: Rubiaceae 

 Gênero: Coffea 

 Espécie: Coffea arábica 

 
3.2 Coleta 
 

As folhas de Coffea arabica correspondentes ao genótipo Iapar 59, 

foram coletados em 09 de outubro de 2012, no Instituto Agronômico do Paraná 

(Londrina). A coleta foi realizada em plantas matrizes (46 anos de idade); plantas de  

3 anos de idade, irrigadas (por gotejamento) e não irrigadas. Para verificar a influência 

da arquitetura da planta e do efeito sol/autossombreamento, a colheita foi estratificada 

de 40 em 40 cm de altura/estrato do cafeeiro, denominando-se (estrato 1 = 40 cm; 

estrato 2 = 80 cm e estrato 3 = 120 cm). As amostras foram ensacadas em sacos de 

papel e transportadas ao Laboratório de Quimiometria em Ciências Naturais da UEL 

(LQCN).  

 

 



38 

 
 

3.3 Secagem 

 
No laboratório as amostras foram distribuídas em bandejas para a 

secagem sob circulação de ar. A cada 24 h, as folhas eram viradas para permitir a 

aeração do material. O processo de secagem demorou de 15 a 20 dias dependendo 

da quantidade de folhas em cada bandeja. 

 

3.4 Moagem 
 

Quando totalmente secas, a moagem foi realizada com o auxílio do 

liquidificador Skymsen TA-02, peneiradas com peneira de plástico para retirada dos 

cabinhos, embaladas em sacos de plásticos e submetidos a vácuo. O armazenamento 

foi realizado em freezer/cooler Electrolux, modelo H 160, até serem analisadas.  

 

3.5 Reagentes 
 

Os reagentes usados para as extrações das folhas de coffea arabica 

foram diclorometano e hexano, ambos p.a (99,5 %) da marca ANIDROL, álcool etílico 

95% da marca Êxodo Científica e metanol grau HPLC, J.T. Baker. Para análise por 

CLAE foram utilizados acetonitrila grau HPLC espectroscópico (99,8%) da marca 

LiChrosolv e água purificada.  

 
3.6 Equipamentos  
 

Os aparelhos e equipamentos utilizados para realização deste 

trabalho foram: balança analítica Shimadzu AY220, liquidificador Skymsen TA-02, 

evaporador rotativo FISATON 801, liofilizador Virtis SP Scientific – modelo 4KBTXL-

75, banho de ultrassom ultracleaner 1400 Unique; purificador de água Milli–Q Plus, 
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freezer/cooler Electrolux, modelo H 160, espectrofotômetro UV-Vis Thermo Scientific 

modelo Evolution 60S; espectrômetro Thermo Scientific Nicoleti S10 FTIR, com ATR 

(attenuated total reflectance) e janela de Ge; cromatógrafo líquido de alta eficiência 

SPD-M10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo (DAD) e bomba 

quaternária Termo-Electro Corporation, coluna C18  KINETEX, HILIC 100 A de  2,6 

micrômetros. 

 
3.7 Extração 
 

A extração foi feita por técnicas de maceração e remaceração70. Na 

maceração extrai-se a matéria-prima vegetal em recipiente fechado com temperatura 

ambiente, o período de extração é prolongado e não há renovação do líquido extrator. 

Nesta operação não ocorre o esgotamento da matéria prima vegetal pois o agente 

extrator vai tornando-se saturado até atingir um equilíbrio difusional entre o meio 

extrator e o interior da célula. A remaceração, então, é feita para aumentar a eficiência 

da extração. O processo é repetido várias vezes (4x neste estudo), utilizando-se o 

mesmo material e trocando-se apenas o agente extrator. 

 

3.8 Preparo dos Extratos 
 

Para o processo de extração ser bem sucedido é necessário ser feito 

de maneira cuidadosa, para preservar as substâncias da planta. Geralmente utiliza-

se não apenas um único solvente mas misturas de solventes com polaridades 

diferentes. Porém, o sucesso também dependerá da estabilidade e solubilidade da 

substância que será extraída47. Sendo assim, os extratos e as proporções de cada 

solvente extrator foram preparados de acordo com o planejamento de misturas de três 

componentes, do tipo centróide-simplex com três pontos axiais, Figura 647. Este 
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planejamento é representado por um triângulo equilátero no qual os vértices 

correspondem aos solventes puros, 1 etanol (e), 2 diclorometano (d) e 3 hexano (h), 

as arestas 4 (ed), 5 (eh) e 6 (dh) são as misturas binárias de mesma proporção. Os 

pontos axiais 7 (e*dh), 8 (ed*h) e 9 (edh*) são respectivamente as proporções 

(2/3*,1/6,1/6); (1/6,2/3*,1/6) e (1/6,1/6,2/3*), seguindo a ordem etanol, diclorometano 

e hexano. O ponto central 10, feito em sextuplicata, corresponde a mistura ternária de 

volumes iguais dos três solventes (edh). A Tabela 1 apresenta a composição de cada 

solvente extrator (matriz do planejamento) com 3 componentes e 15 amostras no total. 

 

Figura 6. Planejamento de misturas do tipo centróide-simplex utilizando como 

solvente extrator: etanol, diclorometano e hexano. 
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Tabela 1. Composição dos solventes extratores 

Extratos etanol diclorometano hexano 

1 (e) 1 0 0 

2 (d) 0 1 0 

3 (h) 0 0 1 

4 (ed) 1/2 1/2 0 

5 (eh) 1/2 0 1/2 

6 (dh) 0 1/2 1/2 

7 (e*dh) 2/3 1/6 1/6 

8 (ed*h) 1/6 2/3 1/6 

9 (edh*) 1/6 1/6 2/3 

10 (edh) 1/3 1/3 1/3 

11 (edh) 1/3 1/3 1/3 

12 (edh) 1/3 1/3 1/3 

13 (edh) 1/3 1/3 1/3 

14 (edh) 1/3 1/3 1/3 

15 (edh) 1/3 1/3 1/3 

 

Os extratos foram preparados de acordo com a sequência 

apresentada na Figura 6. Para cada extrato pesou-se 2,00 g de folhas secas e 

trituradas. Foram então submetidas à extração por maceração com 60 mL do solvente 

ou da mistura de solventes conforme as proporções descritas no planejamento 

experimental da Tabela 1. Estas misturas ficaram em repouso por 24 horas. Após este 

período, foram então filtradas e submetidas à remaceração realizada mais 4 vezes 

nas mesmas condições da maceração.  Em seguida, foram levados à evaporação num 
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evaporador rotativo FISATON 801 a uma temperatura de (50±2)˚C. Os extratos 

concentrados foram levados ao ventilador, para secagem completa e em seguida 

liofilizados até obter massa praticamente constante. Os extratos liofilizados foram 

guardados em freezer (freezer/cooler Electrolux, modelo H 160) até o momento da 

utilização.  

 

Figura 7. Sequência dos procedimentos para obtenção do extrato bruto das folhas de 

Coffea arabica. 

 

 

 
 

 

3.9 Análise por Espectrofotometria no Ultravioleta-Visível (UV-Vis)  
 

Para a análise por espectrofotometria no UV-Vis, foram pesados 3,00 

mg de cada amostra e diluídos em 1,00 mL do solvente extrator, de acordo com o 

planejamento de misturas (Figura 6) e levados ao banho de ultrassom por 15 min. Em 

seguida, retirou-se 100 μL e adicinou-se 1900 μL de solvente extrator. Os extratos 

foram analisados em cubetas de quartzo, com caminho óptico de 1 cm, no 

espectrofotômetro UV-Visível Thermo Scientific modelo Evolution 60S, acoplado ao 

software Vision Lite e monitorados de 200 a 800 nm. 
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3.10 Análise por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier 
(FTIR)  
 

Os extratos liofilizados foram analisados no espectrômetro Thermo 

Scientific Nicoleti S10 FTIR, com ATR e janela de Ge. O modo de medição foi em 

reflectância (%), com número de scans de 60, resolução 4 cm-1 e faixa de comprimento 

de onda de 400 a 4000 cm-1.   

 

3.11  Análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE)  
 
3.11.1 Escolha da fase móvel: 
 

A escolha da fase móvel foi feita de acordo com estudos já realizados 

pelo grupo LQCN. Segundo o triângulo de seletividade proposto por Snyder, pode-se 

determinar experimentalmente 4 parâmetros: índice de polaridade (P´), basicidade 

(xe), acidicidade (xd) e momento dipolar (xn). Estes parâmetros são medidas relativas 

das forças de interação molecular (dispersivas/polares) do solvente com o soluto e 

quando em misturas, tornam-se normalizadas com a polaridade total do solvente => 

xd + xe + xn = 1. Na classificação original destes parâmetros, Snyder baseou-se em 

interações de determinados solutos-teste53: xd = interações do solvente com dioxano, 

xe = interações com o etanol e xn = interações com nitrometano. 

O gráfico que exibe os valores de xi para diferentes solventes é 

mostrado no triângulo de seletividade, Figura 8. Os solventes próximos a cada vértice 

do gráfico possuem predominantemente tal seletividade enquanto solventes dentro do 

triângulo podem interagir com os três parâmetros. Na tabela 2 encontram-se os grupos 

selecionados por Snyder, conforme  os parâmetros de seletividade normalizados. 
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Figura 8. Triângulo de solvente de seletividade de Snyder. 

 

 
 
 Tabela 2- Separação de grupos determinados por Snyder. 

Grupos Membros 

I Éter alifático (éter dietílico) 

II Álcool alifático (metanol, etanol, octanol, 1- propanol) 

III Derivados de piridina, (tetraidrofurano), sulfóxidos 

IV Glicóis, ácido acético 

V Diclorometano  

VI Éster alifático, cetona, nitrila, dioxano, (acetonitrila) 

VII Hidrocarboneto aromático, composto aromático halogenado, 

éter aromático, compostos nitro (tolueno) 

VIII Água  
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Quase dez anos depois, Kamlet71 desenvolveu um triângulo similar ao 

de Snyder também baseado em interações polares de solventes, porém com 

parâmetros mais consistentes. Para observar as mesmas interações, utilizou-se da 

média de várias sondas solvatocrômicas (solutos), moléculas que mudam de cor 

quando alguma destas propriedades sofrem alteração em misturas de solventes72. Os 

parâmetros foram denominados α, β e π, respectivamente. Estas medidas eliminam a 

incerteza causada quando utiliza-se apenas um soluto em uma mistura, pois não 

permite que ocorra o efeito da solvatação preferencial72. 

Os valores destes parâmetros para cada solvente são derivados da 

espectroscopia, por isso denominado solvatocrômicos71. Assim, as medidas não 

sofrem influências de outras interações71, são específicas para uma interação 

somente. O grande benefício fornecido pelo triângulo é, portanto, o agrupamento de 

solventes quimicamente semelhantes (parâmetros de seletividade similiares: xe, xd e 

xn), mesmo apresentando diferentes valores de polaridade. Estes agrupamentos 

ocorrem de acordo com o tipo de interação com os compostos de interesse.  

O etanol, por exemplo, possui valores de acidicidade () e basicidade 

() próximos e maiores que o valor de polaridade (; encontra-se, portanto, mais 

acima no triângulo, Figura 8. O diclorometano, como forte doador de prótons e fraco 

receptor, tem caráter dipolar e por isso encontra-se no eixo acidicidade-dipolaridade, 

apresentando maior valor de . Extrairá, portanto, compostos polares como: éter, 

éster, sulfeto, sulfóxido, tiól, halogênio, hidroxila, aldeído, cetona, compostos com 

ligações nitro (-NO2) e nitrila (-CN). Já o hexano, não se encontra nesta tabela, visto 

ser um composto apolar e possuir os três parâmetros  próximos de zero. Por exemplo, 

a mistura binária etanol:diclorometano irá possuir forte caráter ácido e dipolar. As 

misturas que contiverem estes solventes farão interação dipolar, extraindo 



46 

 
 

consequentemente compostos com tais características. Dos solventes puros, 

somente o etanol e a água têm a capacidade de apresentar as três interações. 

Contudo, a água por ser um forte doador de prótons, apresenta um caráter ácido e 

dipolar e extrai principalmente compostos mais básicos como ésteres, cetonas e 

aminas. A Tabela 3 apresenta a classificação dos solventes e das misturas de 

solventes de acordo com os parâmetros de seletividade normalizados45. 

 
Tabela 3: Classificação dos solventes de acordo com a seletividade normalizada 

Solvente/ 

misturas 

Seletividade    

 / */ / Polaridade 

Etanol  0,39 0,25 0,36 4,30 

Diclorometano  0,27 0,73 0,00 3,10 

e/d  0,33 0,49 0,18 3,70 

 

 

Estes valores de , e * para cada solvente puro ou em misturas 

foram normalizados pela somatória dos valores, + + * = .  Sendo assim, cada 

parâmetro expressa uma interação de coeficientes fracionários /(acidicidade), 

/(basicidade) e */(dipolaridade).  

 

3.11.2 Preparo das amostras para análise cromatográfica  
 

As amostras para análise cromatográfica foram preparadas pesando-

se 3,00 mg de cada extrato redissolvidos em 1,00 mL de metanol, grau HPLC, J.T. 

Baker e levadas ao banho de ultrassom. Após diluídas, as amostras foram filtradas 

em filtro Milipore Millex de 0,22 μm. Deste filtrado, pegou-se 50 μL e diluiu-se em 950 

μL (1:20) das misturas de solvente conforme planejamento experimental, Figura 6. As 
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alíquotas foram então colocadas em eppendorfs e armazenadas em freezer até a 

leitura. A análise por CLAE foi realizada em cromatógrafo líquido de alta eficiência 

SPD-M10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo (DAD) e bomba 

quaternária Termo-Electron Corporation. A coluna utilizada foi HILIC 100 A de 2,6 μm, 

o volume de injeção foi de 20 μL, vazão da fase móvel a 0,5 mL min-1 e tempo de 

análise de 12 min. A detecção foi monitorada nos comprimentos de onda de 276 nm, 

290 nm e 325 nm utilizando o software Chromquest. A escolha da fase móvel foi 

baseada no triângulo de Snyder e otimizada de acordo com análises do grupo de 

pesquisa. Utilizou-se ACN:H2O (15:85 v/v). 

 

3.12 Análise Exploratória dos Dados  
 

Para o processamento dos dados obtidos foi utilizado o programa 

STATISTICA 6.0. Para calcular as componentes principais e o dendrograma foram 

utilizados métodos quimiométricos de Análise das Componentes Principais (ACP) e 

Análise Hierárquica (AH).  
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CAPÍTULO IV 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

A primeira etapa deste trabalho foi submeter as 105 amostras (15 

extratos de cada planta: não irrigada em 40, 80 e 120 cm de altura; planta irrigada em 

40 e 80 cm e planta matriz em 40 e 80 cm de altura) definidas em uma matriz 

matemática de 576 linhas por 106 colunas, a um estudo exploratório dos extratos 

obtidos pelas diferentes misturas de solventes, de acordo com a Figura 6. Realizaram-

se então análises pré-estabelecidas para obtenção de respostas através de 

comparações entre plantas irrigadas, não irrigadas e plantas matriz em diferentes 

alturas, a fim de identificar regiões discriminatórias e diferenças entre as amostras. 

Esta matriz foi submetida a ACP (análise de componentes principais).  

As três primeiras componentes principais (CP) explicam 98,38% da 

variância total dos dados. Uma análise dos grupos pode ser verificada na projeção da 

CP1 x CP2, que explica 96,74% da variância total, Figura 9, porém, o que se pode 

visualizar pelo gráfico dos escores não é uma separação e sim um aglomerado de 

extratos, que não nos fornece informações químicas suficientes, mostra-nos três 

regiões distintas, discriminadas pela CP2. A extremidade positiva separa os 

metabólitos extraídos por etanol puro e suas misturas binárias. Na outra extremidade, 

região negativa da CP2, encontram-se  misturas ternárias de solventes e extratos 

contendo diclorometano. O grupo circulado, CP2 intermediária, separa os extratos em 

hexano puro, fato associado à sua polaridade próxima à zero. A CP1, sempre terá a 

maior variância explicada, nela estarão contidas uma gama de informações, porém, 

não relevantes para este caso específico. O que observa-se é a polaridade  de 

solventes distribuída ao longo da segunda componente principal.  
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Figura 9. Gráfico dos escores CP1 x CP2 para os dados espectrofotométricos no UV-

Vis de todas as amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, de 

acordo com o planejamento experimental. 

 
 

A Figura 10 apresenta os loadings da CP2, com os comprimentos de 

onda que influenciaram para a separação dos extratos polares. Observa-se, na CP2, 

que os valores positivos que influenciam na separação dos grupos em etanol, estão 

localizados no comprimento de onda de 228, 280, 313 e 335 nm, são característicos 

de ácidos de baixo peso molecular, cafeína, ácidos clorogênicos e compostos 

fenólicos em geral. Os grupos extraídos em diclorometano estão posicionados na 

parte negativa da CP2 e influenciados principalmente pelas variáveis com 

comprimento de onda 413, 456, 482 e 669 nm, que correspondem aos comprimentos 

de onda característicos dos carotenóides (400-500 nm) e clorofila a (669 nm).  
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Figura 10. Gráfico dos loadings CP2 para os dados espectrofotométricos no UV-Vis 

de todas as amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, de acordo 

com o planejamento experimental. 

 
 

O segundo passo foi dispor os dados espectrais separadamente, para 

obter uma melhor visualização e assim uma análise mais concisa. Os dados 

espectrais das folhas da planta matriz (46 anos) em suas duas alturas de 40 e 80 cm 

foram dispostos em uma matriz de 30 extratos por 576 valores de absorbâncias 

(comprimentos de onda- nm). Esta matriz foi submetida a ACP  e AH.  

As três primeiras componentes principais (CP) explicam 98,34% da 

variância total dos dados, porém, assim exposto anteriormente, como a CP1 explica 

a projeção dos dados contudo não fornece informações úteis à este estudo, utilizou-

se a projeção CP2 × CP3, explicando apenas 6,16% da variância total. A Figura 11 

mostra o gráfico dos escores para as duas alturas, 40 cm e 80 cm da planta matriz. 

Nota-se pelo gráfico dos escores que há formação de grupamentos distintos pelo 

solvente e dois grupamentos distintos por alturas, com a maior parte dos extratos. 
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A CP2 positiva agrupa os extratos com os solventes puros, 

diclorometano, hexano e a mistura binária diclorometano:hexano e separa os dois 

extratos preparados em etanol puro, planta de 40 cm de altura (1.1) e 80 cm (1) na 

CP2 negativa. Ainda na região negativa da CP2  encontra-se um agrupamento das 

plantas matrizes de 40 e 80 cm com predominância de extratos de misturas ternárias. 

A região intermediária  acomoda um agrupamento com extratos de etanol e 

diclorometano. Na região mais positiva da CP3 observa-se, separado dos demais, o 

extrato em etanol puro de 80 cm de altura. A Figura 12 mostra o gráfico dos loadings 

CP2 × CP3 com os comprimentos de onda que influenciam na diferenciação dos 

extratos. 

 

Figura 11. Gráfico dos escores CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, plantas 

matriz de 40 e 80 cm, de acordo com o planejamento experimental. 
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Figura 12. Gráfico dos loadings CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, plantas 

matriz de 40 e 80 cm, de acordo com o planejamento experimental. 
 

 
 

Nota-se que os valores positivos da CP2 estão localizados no 

comprimento de onda de 399, 484 e 535 nm e influenciam na separação dos grupos 

2,3,4 (por agente extrator) e do extrato de etanol de altura 40 cm. O extrato etanólico 

de 80cm de altura, posicionado na parte negativa da CP2, é mais influenciado pelas 

variáveis com comprimentos de onda 335, 434 nm (carotenóides) e 661 nm (clorofila 

alfa). Os valores mais positivos da CP3 estão localizados no comprimento de onda de 

248 a 288 nm, com dois picos de menor intensidade em 448 e 475 nm, influenciando 

principalmente na separação do extrato etanólico de 80 cm de altura.  

Por meio dos espectros, Figura 13, é possível observar as bandas 

respectivas de absorção dos metabólitos extraídos em etanol, hexano e diclorometano 

puros e mistura binária diclorometano:hexano, respectivamente. 
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Figura 13. Espectros de UV-Vis das amostras da folha de Coffea arabica. a) etanol, 

b) hexano e c) diclorometano puros; d) mistura binária 

diclorometano:hexano. 
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Estes espectros foram escolhidos de acordo com a separação 

observada na análise de componentes principais. Podemos observar que as análises 

em UV-Vis foram capazes de extrair os corantes do vegetal. Como observado na 

literatura, quando se trata do solvente extrator diclorometano, observamos espectros 

relacionados a alcaloides, já quando o agente é o hexano, extrai-se substâncias mais 

apolares, como os carotenóides, o que podemos observar na Figura 13b, pela 

formação característica de 3 picos distintos. Há  uma vasta gama de espécies de 

carotenoides, que se diferenciam de acordo com os comprimentos de onda de cada 

um dos três picos característicos. Por meio dos dados obtidos e de pesquisas em 

trabalhos científicos, podemos associar os comprimentos de onda de absorção dos 

extratos das folhas de planta matriz à prolicopeno e /ou neurosporeno. A faixa de 

comprimentos de onda pode variar sutilmente de acordo com o solvente extrator73. A 

separação observada com os extratos em etanol puro, pode advir da grande diferença 

de absorbância observada, com extração de heterosídeos e compostos fenólicos em 

geral44. Nos casos de etanol e diclorometano houve uma ligeira sobreposição dos 

metabólitos polares: clorofila alfa e beta, ácidos clorogênicos, cafeína, clorofila. Esta 

sobreposição deve-se ao fato da técnica espectrofotométrica ser uma análise limitada 

para metabólitos de plantas pois as diferenças na mesma espécie são pequenas e as 

folhas possuem uma complexa composição49. Os metabólitos, podem então passar 

desapercebidos nesta região. Portanto, necessita-se de uma complementação50. 

Mediante equações estabelecidas na literatura72,74 identificam-se 

teores de clorofila alfa, beta  e total. Já os  tipos de carotenóides são determinados de 

acordo com o valor de absorbância do pico de maior intensidade. Esta planta, por ser 

bem mais velha que as demais, pode apresentar maiores quantidades de xantinas 

(pigmento de cor amarelada) que de clorofila. Observando a Figura13 nota-se que 
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houve uma maior absorbância dos extratos da planta matriz de 80 cm, se comparada 

à altura de 40 cm, em todos os casos demostrados. A maior luminosidade recebida 

pelas folhas em 80 cm de altura pode ter contribuído para um aumento da abundância 

relativa de determinados metabólitos e consequentemente sua extração, já que a luz 

absorvida gera maior produção de energia, consequentemente radicais livres e 

maiores danos celulares. A planta, então, produziria mais compostos antioxidantes 

para maior proteção do vegetal72. Para complementar estas observações utilizou-se 

a análise hierárquica. Pela distância Euclidiana de 10 verifica-se os grupos formados 

pela separação por solventes, Figura 14.  

 
Figura 14. Dendrograma baseado nos dados dos espectros do ultravioleta para os 

extratos de planta matriz, nas alturas de 40 e 80 cm. 

 
 

Além da análise por espectrofotometria na região UV-Vis, estes 

extratos também foram observados por espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier. Os dados foram dispostos em uma matriz de 30 extratos por 

1725 valores de reflectância (número de onda- cm-1) e submetidos a ACP e AH.  
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 O objetivo foi observar as diferenças entre os extratos de 40 e 80 cm 

da planta matriz. A Figura 15 mostra a projeção da CP2 × CP3, que explicam apenas 

7,58% da variância total, porém fornecem maiores informações químicas para análise 

no infravermelho. Nota-se pelo gráfico dos escores, a separação das amostras pelos 

4 quadrantes. A CP2 é determinante na separação dos dois estratos. Na CP2 positiva 

situam-se os quadrantes 1 e 2 (planta matriz 80 cm), enquanto que na região negativa 

encontram-se os quadrantes 3 e 4 (planta matriz 40 cm). A componente 2 separa as 

alturas de 40 e 80 cm da planta matriz em todos os extratos analisados. A CP3 positiva 

separa as amostras das duas alturas extraídas em etanol puro e misturas binárias 

enquanto sua região negativa acomoda extratos em diclometano e hexano puros.  

 
Figura 15. Gráfico dos escores CP2 x CP3 para os dados espectroscópicos de FTIR 

das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, da planta matriz nas 

alturas de 40 e 80 cm, de acordo com o planejamento experimental. 
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O gráfico dos loadings das variáveis CP2 × CP3, apresenta-se na 

Figura 16, com os comprimentos de onda mais influentes para a separação dos 

estratos. Nota-se que a região mais discriminatória para o conjunto das folhas de 40 

cm de altura (quadrantes 3 e 4) encontra-se na CP2 negativa e corresponde aos 

números de onda nas regiões de 1064-1160 cm-1 e 1689-1742 cm-1. Já o conjunto das 

folhas de 80 cm (quadrantes 1 e 2), localizados na CP2 positiva, estão discriminados 

nos números de onda 837 cm-1 e 1377 cm-1. A CP3 positiva, separa os extratos de 

etanol puro e suas misturas binárias nos números de onda de 963,1167,1701,1737 e 

2918 cm-1. Já os extratos em diclorometano e hexano puros, encontrados nos 

quadrantes 2 e 3 são separados pela CP3 negativa e associam-se aos números de 

onda 825,1377,1448, 1611 e 2961 cm-1.  

 
Figura 16. Gráfico dos loadings CP2 x CP3 para os dados espectroscópicos de FTIR 

das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, da planta matriz nas 

alturas de 40 e 80 cm, de acordo com o planejamento experimental. 
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A Figura 17 mostra os espectros no infravermelho dos extratos da 

planta matriz nas duas alturas de 40 e 80 cm, respectivamente. Os resultados desta 

análise estão de acordo com a análise UV-Vis.  A menor reflectância da planta de 80 

cm quando comparada à 40 cm de altura mostra que esta possui uma maior absorção 

e consequentemente uma maior abundância relativa de metabólitos secundários, 

como observado anteriormente. 

a) 40 cm                                            b) 80 cm 

 
Figura 17. Espectros das análises de FTIR das amostras de planta matriz de a) 40 

cm e b) 80 cm respectivamente, da folha de Coffea arabica 

 
 

 

Os extratores da planta matriz em que observou-se diferença foram: 

hexano puro, mistura binária etanol:diclorometano, mistura binária etanol:hexano, 

mistura ternária etanol:diclorometano:hexano (2/3;1/6;1/6), (1/6;2/3;1/6). Todas as 

demais misturas binárias ou ternárias apresentaram-se semelhantes. A região em 

torno de 3300-3400 cm-1 corresponde a ligação O-H de álcoois ou fenóis. Todos 

também possuem a banda de δ C-H em torno de 2920 cm-1. Em torno de 1680-1630 

cm-1 observamos a banda correspondente a C=O de amidas e entre 1680-1600 cm-1 
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caracteriza-se a banda C=C de alcenos. Em regiões de 1370 a 1380 cm-1 encontramos 

a banda de deformação fora do plano de CH3. Estes espectros apresentam uma banda 

característica de estiramento C-O de álcool em torno de 1300-1000 cm-1.  Entre 1000 

e 680 cm-1 observamos banda característica de deformação C-H fora do plano. O 

extrato em hexano puro, mostra um espectro diferente dos demais por possuir uma 

banda na região de 1730 cm-1, que corresponde C=O de éster e uma banda em torno 

de 1450 cm-1, correspondente a deformação simétrica de CH3. Apesar da banda 

indicar uma função orgânica éter, polar, a molécula de carotenoide possui uma cadeia 

longa, com ligações conjugadas que integram sua “espinha dorsal“ e influenciam nas 

carasterísticas químicas mais apolares. Quando há um agrupamento polar, estes 

encontram-se em regiões terminais, são cíclicos e algumas vezes apresentam 

substituintes com oxigênio. Este é o motivo da resposta obtida, que concorda com o 

UV-Vis apresentado anteriormente, quando se afirma que o hexano extrai 

susbstâncias apolares, neste caso, carotenóides75. 

A Figura 18 mostra a análise hierárquica. Pelo dendograma, na 

distância de conexão de 20 nota-se a mesma separação de grupos observada pela  

CP2 x CP3, Figura 15. 
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Figura 18. Dendrograma baseado nos dados dos espectros do ultravioleta para os 

extratos de planta matriz, descritos no planejamento experimental. 

 
 

Analisou-se também os metabólitos extraídos das plantas não 

irrigadas nas alturas de 40 e 80 cm.  Os dados espectrais das folhas foram dispostos 

em uma matriz de 30 extratos por 576 valores de absorbâncias (comprimentos de 

onda- nm). Esta matriz foi submetida a ACP e AH. Na Figura 19, pode-se observar a 

projeção da CP2 × CP4, que explicam apenas 9,31% da variância total, porém 

fornecem mais informações quimicas relevantes ao estudo. 

Pelo gráfico dos escores observa-se agrupamentos distintos por 

alturas. Em relação ao agente extrator, nota-se a separação dos dois extratos quando 

o solvente foi o hexano puro (40 e 80 cm), localizados na CP2 e CP4, ambos na região 

negativa. Em relação aos demais, observa-se na CP4 positiva os extratos de 40 cm 

enquanto que os de 80 cm de altura localizam-se na região menos positiva da CP4 e 

predominantemente na região negativa.  
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Figura 19. Gráfico dos escores CP2 x CP4 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das folhas não irrigadas 40 cm e 80 cm, de acordo com o 

planejamento experimental.  

 
 

A Figura 20 apresenta os loadings CP2 × CP4 com os comprimentos 

de onda que influenciam na diferenciação dos extratos. Os resultados da análise de 

componentes principais mostram que há diferenças na composição química das 

amostras de acordo com a altura do estrato e com o solvente extrator hexano. 

Observa-se que os valores positivos da CP2, localizados no comprimento de onda de 

436 a 464 nm não discriminam os estratos, visto que as duas alturas estão dispostas 

nesta mesma região da componente. A região negativa da CP2, está representada 

pelo comprimento de onda de 252 nm. Na região positiva da CP4 estão localizados 

os comprimento de onda de 275, 327 e 373 nm (região correspondente à ácidos 

clorogênicos e ácido cafeico), que  influenciam na separação dos extratos de 40 cm, 

enquanto que os extratos na altura de 80 cm encontram-se mais dispersos na região 
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negativa da CP4 e são influenciados pelas variáveis com comprimentos de onda 445 

e 474 nm. Nesta região separam-se os extratos em hexano puro das duas alturas e  

os extratos de 80 cm. 

 
Figura 20. Gráfico dos loadings CP2 x CP4 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, das folhas 

não irrigadas 40 cm e 80 cm de altura, de acordo com o planejamento 

experimental. 

 

 
 

Por meio dos espectros, Figura 21, é possível observar as bandas 

respectivas de absorção dos metabólitos extraídos em hexano puro e mistura ternária 

etanol:diclorometano:hexano (1/6:1/6:2/3), para verificar possíveis diferenças nos 

extratos com diferentes proporções de hexano.  
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Figura 21. Espectros das análises de UV-Vis das amostras da folha de Coffea arabica, 

folhas não irrigadas 40 cm e 80 cm de altura. a) hexano puro e b) mistura 

ternária etanol:diclorometano:hexano (1/6:1/6:2/3).  

 

 
À separação ocorrida na análise de componentes principais associa-

se a diferença de absorbância observada, porém, como se trata de uma mesma 

espécie, é singular a obtenção de respostas correlatas. Observando a Figura 21, 

notam-se pequenas absorções em relação ao hexano puro, praticamente iguais nos 

dois extratos da planta não irrigada. Estas absorções concordam com os 

comprimentos de onda observados no gráfico de loadings, relativos aos carotenóides, 

também na região de prolicopeno e neurosporeno. Nos casos das misturas binárias e 

ternárias, observa-se uma ligeira fusão de metabólitos: carotenóides, clorofila (alfa e 

beta), cafeína, ácidos clorogênicos, ácido cafeico; pelo fato de existirem extratores 

polares. Observa-se, nestes espectros, uma maior absorbância dos extratos de folhas 

não irrigada em 80 cm de altura, exemplificadas em hexano puro e mistura ternária 

(etanol:diclorometano:hexano – 1/6:1/6:2/3), enfatizando a resposta obtida em relação 

à comparação das plantas matriz, quando se trata de altura72. Há a proporcionalidade 

nas relações luminosidade, absorção de metabólitos, produção de energia / radicais 

livres, danos celulares e defesa72. 

a) h b) edh* 
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O dendograma, Figura 22, concorda com o gráfico de escores 

mostrado na Figura 19. O resultado apresenta-se na Figura 22. No valor de 5 é 

possível observar os agrupamentos formados na projeção CP2 x CP4 e na distância 

de 1 observa-se o agrupamento do agente extrator hexano nas duas alturas. 

 
Figura 22. Dendrograma baseado nos dados dos espectros do ultravioleta para os 

extratos de plantas não irrigadas, descritos no planejamento experimental. 

 
 

Estes mesmos extratos foram analisados por espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier, com a intenção de observar diferenças 

entre as alturas de 40 e 80 cm da planta não irrigada e a possível concordância com 

as análises de UV-Vis. A matriz matemática dos dados, composta de 30 extratos por 

1725 valores de reflectância (número de onda- cm-1) foi submetida a ACP e AH. A 

Figura 23, apresenta a projeção da CP2 × CP4, que explicam 6,67% da variância total, 

para análise das folhas não irrigadas em suas duas alturas. Nota-se pelo gráfico dos 
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escores que a componente principal 2 é a responsável pela separação dos extratos. 

Podemos dividí-la em três regiões: na região negativa da CP2 estão agrupados os 

extratos da planta não irrigada de 80 cm de altura. Na região intermediária, há um 

grupo de misturas da planta em 40 cm. Na região mais positiva da CP2 observa-se 

principalmente agrupamentos por solventes das duas alturas, (mistura 

diclorometano:hexano e hexano puro). A Figura 24 apresenta o gráfico dos loadings, 

CP2 x CP4 com os números de onda mais influentes para a separação dos extratos. 

 
Figura 23. Gráfico dos escores CP2 x CP4 para os dados espectroscópicos no FTIR 

das amostras de folhas não irrigada nos extratos de 40 e 80 cm de altura  

de acordo com o planejamento experimental. 
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Figura 24.Gráfico dos loadings CP2 x CP4 para os dados espectroscópicos de FTIR 

das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, folhas não irrigada 

nos extratos de 40 e 80 cm de altura, de acordo com o planejamento 
experimental. 

 
 

Os resultados da análise de componentes principais mostraram 

diferenças na composição química das amostras decorrente às alturas. Observa-se 

que os valores mais positivos da CP2 estão localizados no número de onda de 1067 

cm-1, correspondente a (υC-O) de éster ou álcool primário e 1607 cm-1 (função amida) 

e influenciam na separação por solventes (mistura binária diclormetano:hexano e 

hexano puro). Os grupos de extratos  de 80 cm de altura, posicionados na região 

negativa da CP2, são mais influenciados pelos número de onda 840; 1451 cm-1 que 

refere-se ao estiramento CH3 assimétrico; 2848,2919 e 2955 cm-1, correspondendo a 

bandas de δ C-H. A Figura 25 apresenta os espectros dos diferentes extratos 
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registrados no FTIR para as amostras de plantas não irrigadas em suas duas alturas, 

40 e 80 cm, respectivamente.  

a) 40 cm                                     b) 80 cm 

 

Figura 25. Espectros por análise de FTIR das amostras de plantas não irrigadas da 

folha de Coffea arabica em duas alturas distintas ( a)40 cm e b) 80 cm). 

 
 

O dendograma, Figura 26, concordou com o gráfico de escores 

mostrado na Figura 23, no valor de 20 é possível observar os agrupamentos. 
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Figura 26. Dendrograma baseado nos dados dos espectros do FTIR para os extratos 

de folhas não irrigadas em duas alturas distintas (40 e 80 cm). 

 
 

Os dados espectrais de todas as amostras das plantas irrigadas foram 

dispostos em uma matriz de 45 extratos por 576 valores de absorbâncias 

(comprimentos de onda- nm). Esta matriz foi submetida à análise de componentes 

principais ACP e AH. A primeira componente principal (CP) explica 90,97% da 

variância total dos dados, porém, as informações químicas relevantes nela contidas 

não se aplicam a este estudo. Para este caso, uma melhor discriminação de dados 

pode ser verificada na projeção CP4 × CP5, porém, explicam apenas 0,70 % da 

variância total. A Figura 27 mostra o gráfico dos escores para as três alturas, 40, 80 e 

120 cm das plantas irrigadas. A CP4 separa os extratos em 3 regiões. Na CP4 mais 

positiva encontram-se os extratos preparados em hexano (grupo1), na região mais 

negativa os extratos preparados em diclorometano e diclorometano:hexano para as 
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alturas de 40 e 80 cm (grupos 5 e 6) respectivamente e os demais grupos (2, 3 e 4) 

na região intermediária. A CP5 negativa discrimina os extratos da altura 120 cm na 

região intermediária da CP4. 

 

Figura 27. Gráfico dos escores CP4 x CP5 dos dados espectrofotométricos no UV-

Vis das folhas de Coffea arabica irrigadas em 40, 80 e 120 cm, de acordo 

com o planejamento experimental. 

 
 

A Figura 30 apresenta o gráfico dos loadings CP4 x CP5 dos dados 

no UV-Vis das folhas irrigadas em 40, 80 e 120 cm de altura com os devidos 
comprimentos de onda que influenciaram nas separações obtidas. 
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Figura 28. Gráfico dos loadings CP4 x CP5 dos dados espectrofotométricos no UV-

Vis das folhas de Coffea arabica irrigadas em 40, 80 e 120 cm, de acordo 

com o planejamento experimental. 

 
 

Observa-se que os valores positivos da CP4 estão localizados no 

comprimento de onda de 437 e 472 nm e influenciam na separação do grupo 1. Os 

demais grupos posicionados na parte negativa da CP4, são mais influenciados pelas 

variáveis com comprimentos de onda 281, 323 e 398 nm. Os valores positivos da CP5, 

localizados no comprimento de onda de 331, 376 ,418 e 661 nm, influenciam na 

separação dos grupos 2, 3 e 6. Esta região assemelha-se à região observada na 

análise de folhas não irrigadas e sugerem, portanto, ácidos clorogênicos e ácido 

cafeico. Já os grupos 1, 4 e 5 encontram-se na região negativa da CP5 e estão 

associados aos comprimentos de onda de 254-261 nm e 446 e 474 nm. O que se 

observa é a maior separação das plantas de 120 cm de altura em relação aos outros 

dois, isso pode ser atribuído a maior altura e maior luminosidade. Com o auxílio dos 

espectros, Figura 29, é possível observar as respectivas bandas de absorção dos 
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metabólitos extraídos em diclorometano e hexano puros, mistura binária 

diclorometano:hexano (1:1) e mistura ternária etanol:diclorometano:hexano 

(1/6:2/3:1/6), respectivamente, para visualização e comparação dos extratos puros e 

em misturas.  

 

Figura 29. Espectros das análises de UV-Vis das amostras da folha de Coffea arabica 

de genótipo IAPAR59 das plantas irrigadas em 40 cm, 80 cm e 120 cm, de 

acordo com o planejamento experimental. a) diclorometano e b) hexano 
puros, c) mistura binária diclorometano:hexano (dh) e d) mistura ternária 

etanol:diclorometano:hexano (1/6:2/3:1/6).  

 

 

 

a) d b) h 

d) ed*h c) dh 
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Observando a Figura 29, nota-se que os extratos em hexano puro 

possuem menor absorção. Os três picos distintos, em torno de 412, 445 e 473 nm são 

característicos de carotenóides prolicopeno e neurosporeno. Para o diclorometano(d) 

e mistura binária (dh) novamente  há sobreposição nos picos metabolômicos, inclusive 

clorofila alfa e beta e ácidos clorogênicos em menores proporções. 

A capacidade de extração do diclorometano se sobrepõe à do hexano, 

fato este observado pelos espectros d e dh serem praticamente iguais. Ainda na 

Figura 29, observa-se que para estes agentes extratores, os maiores valores de 

absorbância sempre são do extrato das folhas de 120 cm, seguidas pelo extrato de 

80 cm e a menor absorção observa-se no extrato 40 cm. Assim como na comparação 

de duas alturas, ao adicionar-se um terceiro estrato observa-se a concordância de 

ideias. Em 120 cm de altura há maior exposição à radiação solar que 80 cm e ainda 

maior se comparado à 40 cm de altura. Logo, metabólitos secundários ali presentes 

estarão em maior quantidade para proteger estas folhas de danos futuros33. A 

quantidade de clorofila, também segue o mesmo parâmetro. Associa-se 

proporcionalmente à taxa de luminosidade e fotossíntese, pois maiores taxas de 

radiação necessitam de uma maior concentração de clorofila para síntese e 

degradação, se comparadas às plantas sombreadas29.  

O dendograma da análise hierárquica, Figura 30, vai ao encontro do 

que se observa no gráfico dos escores mostrado na Figura 27. No valor de 10 é 

possível observar os agrupamentos formados na projeção CP4 x CP5. 
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Figura 30. Dendrograma baseado nos dados dos espectros do UV-Vis para os 

extratos de folhas irrigadas em seus três estratos (40, 80 e 120 cm de 

altura), descritos no planejamento experimental. 

 
 

Estes extratos foram submetidos à análise por espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier, no intervalo de 400 a 4000 cm-1. Os dados 

dos espectros foram dispostos em uma matriz de 45 extratos por 1725 valores de 

reflectância (os ruídos foram retirados, portanto a faixa utilizada foi de 675-3999 cm-

1) . Esses dados foram submetidos a ACP a AH. A CP1 possui uma maior variabilidade 

dos dados porém não foi utilizada para este estudo em questão. A Figura 31, mostra 

a projeção da CP3 × CP4, que explicam 1,19% da variância total, para análise das 

folhas irrigadas e seus estratos de plantas em 40, 80 e 120 cm. Assim como observado 

na análise UV-Vis, os extratos da planta irrigada a 120 cm de altura estão nitidamente 
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implicando que as duas componentes, simultaneamente, são importantes nesta 

discriminação. O gráfico dos escores CP3 x CP4 apresenta a separação em diagonal 

negativa onde localizam-se os extratos de plantas irrigadas com 120 cm de altura.  

 

Figura 31. Gráfico dos escores CP3 x CP4 para os dados de FTIR das folhas irrigadas 

em 40 cm, 80 cm e 120 cm, de acordo com o planejamento experimental. 

 
 

A Figura 32 apresenta o gráfico de loadings CP3 x CP4 para as folhas 

nos três estratos. Os valores positivos da CP3 estão localizados nos números de onda 

de 1166 e 1747 cm-1 (1700 a 1630 cm-1) compreende deformação axial de grupos 

carbonilas (υC=O) e influenciam na separação dos extratos das plantas irrigadas de 

40 e 80 cm de altura. Os extratos em 120 cm de altura, posicionados na região 

negativa da CP3, são influenciados pelos números de onda 2855, 2915, 2963 cm-1 
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(correspondentes a bandas de δC-H) e 3350 cm-1 referente à vibração de deformação 

axial da ligação O-H (ν O-H). A maioria dos extratos de 40 e 80 cm encontrados na 

CP4 positiva são discriminados pelos números de onda em 742 e 831 cm-1. Bandas 

significativas encontradas abaixo de 1000 cm-1 referem-se à deformação angular fora 

do plano da ligação C-H de alcenos; 1658 cm-1, pode ser proveniente de vibrações de 

deformação axial da ligação C=C de alquenos (1670-1600 cm-1) e novamente 2849, 

2915, 2963 e 3416 cm-1. Já os extratos de 120 cm localizados na CP4 negativa estão 

relacionadas aos números de onda de 1112,1280 cm-1 correspondente a deformação 

axial de C-O e 1616 cm-1, que pode ser proveniente de vibrações de deformação axial 

da ligação C=C de alquenos (1670-1600 cm-1). 

 

Figura 32. Gráfico dos loadings CP3 x CP4 de dados espectroscópicos no FTIR das 

amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59 das plantas irrigadas 

em 40, 80 e 120 cm.  
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A Figura 33 mostra os espectros de FTIR das amostras irrigadas em 

40, 80 e 120 cm, respectivamente. 

a) 40 cm                                          b) 80 cm 

 

Figura 33. Espectros das análises de FTIR das folhas de Coffea arabica irrigadas em 

a) 40 cm, b) 80 cm e c) 120 cm, como no planejamento experimental. 
   

                      
 

O dendograma, Figura 34, complementa o gráfico de escores 

mostrado na Figura 31. Na distância de ligação próxima a 50 é possível observar dois 

agrupamentos que compõem os extratos de folhas em 120 cm, como apresentados 

na projeção CP3 x CP4. 
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Figura 34. Dendrograma dos espectros do FTIR para as amostras da folha de Coffea 

arabica de genótipo IAPAR59 de plantas irrigadas em 40, 80 e 120 cm, de 

acordo com o planejamento experimental. 

 
 

Por meio de ACP´s nota-se uma separação das amostras de 120 cm 
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amostras irrigadas na altura de 40 e 120 cm. A atenção é voltada para a diferença de 

absorbância obtida. 

 
Figura 35. Espectros dos cromatogramas (DAD) para Coffea arabica dos extratores 

em 276nm: a) espectros dos cromatogramas (DAD) de extratos em 

hexano para as duas alturas em 1,3580 min. b) espectros dos 

cromatogramas (DAD) de extratos em diclorometano para as duas alturas 

em 3,9500 min. 

 
Figura 36. Espectros mais relevantes obtidos para as amostras irrigadas na altura de 

40 e 120 cm. a) espectros dos cromatogramas (DAD) em 40 cm de altura 

com predominância de carotenóides; b) espectros dos cromatogramas 

(DAD) em 120 cm de altura com predominância de cafeína. 
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A comparação geral observada entre a totalidade de espectros dos 

cromatogramas (DAD) apresentados anteriormente concordam com as análises UV-

Vis e infravermelho quando refere-se aos metabólitos extraídos. O que pode-se 

observar na Figura 35 é a diferença na altura dos picos. Por volta de 200 nm em 

1,3580 min, observamos um pico mais intenso quando trata-se da altura de 120 cm, 

assim como o pico referente a cafeína, por voltar de 276 nm em 3,9170 minutos. 

Observa-se uma maior intensidade em 40 cm de altura, região de 400-500 nm, com 

picos característicos de carotenóides, dentre eles β-criptoxantina, prolicopeno, 

neurosporeno, gama caroteno e β-caroteno73 em aproximadamente 1,7250 minutos.  

Na Figura 36 há níveis de concentrações de metabólitos diferentes nas plantas de 40 

cm e 120 cm. Por exemplo, a planta de 40 cm  tem maior abundância relativa no  pico 

característico de carotenoide, e baixa em cafeína. O oposto é observado para as 

folhas mais altas (120 cm). Estes valores, associados a uma maior abundância relativa 

de metabólitos ali presentes estão diretamente relacionados à taxas de luminosidade 

e de irrigação presentes em cada altura. 

As folhas também foram analisadas em grupos de plantas com 

mesma altura, irrigadas (Irr) e não irrigadas (Ni), estrato 1 (40 cm). Os dados 

espectrais das folhas foram dispostos em uma matriz de 30 extratos por 576 valores 

de absorbâncias (comprimentos de onda- nm). Esta matriz foi submetida a ACP  e AH. 

A Figura 37 mostra a projeção CP2 × CP3, responsáveis por 8,41% 

da variância total, as quais fornecem informações químicas mais relevantes para 

análise das folhas Irr e Ni em 40 cm de altura. Nota-se pelo gráfico dos escores que 

há formação de 3 grupos distintos. A CP2 é determinante na separação destas 

plantas. Os metabólitos extraídos da planta não irrigada agrupam-se na região positiva 

da CP2, enquanto que os extratos da planta irrigada estão na região negativa da CP2. 
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Na região positiva da CP3, isolados dos demais, observa-se os dois extratos em 

hexano puro.  

 
Figura 37. Gráfico dos escores CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das folhas irrigadas e não irrigadas em 40cm de altura, de acordo 

com o planejamento experimental.  

 
 

A Figura 38 apresenta o gráfico de loadings de CP2 x CP3 referentes 

aos espectros dos extratos das plantas irrigadas e não irrigadas em 40 cm. Os 

resultados da análise de componentes principais propõem diferenças nas 

composições químicas das amostras com relação à taxa de irrigação. Observa-se que 

os valores positivos da CP2 estão localizados em duas regiões: nos comprimentos de 

onda de 400-420 nm, sendo o máximo em torno de 411 nm e uma menor contribuição 

nos comprimentos de 455 e 481 nm, que são importantes para discriminação da planta 
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não irrigada. Podemos então, de acordo com a literatura e os comprimentos de onda 

observados, dizer que nestas folhas irrigadas há maiores valores de abundância 

relativa de β-criptoxantina. Os metabólitos extraídos das folhas irrigadas, 

posicionados na parte negativa da CP2, são mais influenciados pelos comprimentos 

de onda 229 e 281 nm. Os valores positivos da CP3 estão localizados nos 

comprimentos de onda de 245-263 nm e 407, 448, 479 nm que influenciam na 

separação dos extratos em hexano puro.  Já os demais extratos, em sua maioria, 

encontram-se na região negativa da CP3 e são influenciados pelos comprimentos de 

onda de 332, 431 e 661 nm (clorofila alfa). A Figura 39 mostra os espectros dos 

extratos preparados em etanol, diclorometano, hexano puros e mistura binária 

diclorometano:hexano (1:1), respectivamente, a título de comparação. 

 

Figura 38. Gráfico dos loadings CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das folhas irrigadas e não irrigadas em 40 cm de altura, de acordo 

com o planejamento experimental. 
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Figura 39. Espectros  UV-Vis das amostras da folha de Coffea arabica de plantas 

irrigadas e não irrigadas em 40 cm de altura de acordo com o 

planejamento experimental. a) etanol, b) diclorometano, c) hexano e d) 

diclorometano:hexano (1:1). 

 
Pôde-se observar as mesmas características obtidas na análise 

anterior. A separação das componentes principais ocorreu de acordo com o solvente 

extrator. As análises em UV-Vis também mostraram-se eficazes na extração dos 

corantes do vegetal, como por exemplo, os três picos distintos, referentes a 

carotenóides que estão presentes nos espectros  de hexano puro, Figura 39. Por se 

tratar de folhas de uma mesma planta, os comprimentos de onda seguem se repetindo 

e nos dando a idéia de que em folhas de coffea arabica há realmente uma maior 

absorção de prolicopeno e neurosporeno. Observa-se ainda sobreposição dos picos 
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de carotenóides, clorofila, cafeína e ácidos clorogênicos, quando se trata de etanol, 

diclorometano e mistura binária diclorometano:hexano (1:1). Comparando os 

espectros da Figura 39, nota-se que as maiores concentrações destes metabólitos 

são encontradas nas plantas não irrigadas. Esta relação observada sobre o aspecto 

irrigação, faz-se coerente. A planta necessita de um certo déficit hídrico, não se sabe 

o quanto exatamente, para ocorrer uma florada uniforme e sem danos à produção. O 

que se imagina é que, nestes casos, a folha fornece água aos botões para manter o 

equilíbrio da planta. Este decréscimo de água na folha pode causar um aumento da 

abundância relativa de metabólitos ali presentes11. 

A análise hierárquica apresenta-se na Figura 40. Na distância de 6 é 

possível observar dois agrupamentos formados pelos extratos de folhas irrigadas e na 

distância de 4 o agrupamento de extratos em hexano puro, como observados no 

gráfico de scores CP2 x CP3, Figura 37. 

 
Figura 40. Dendrograma de dados do UV-Vis para os extratos de plantas irrigadas e 

não irrigadas em 40 cm de altura, como descritos experimentalmente. 
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Os extratos também foram analisados por espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier no intervalo de 400 a 4000 cm-1. A matriz 

dos dados espectrais foi composta de 45 extratos por 1725 valores de reflectância. 

Os ruídos foram retirados, portanto a faixa de número de onda utilizada foi de 675-

3999 cm-1. Estes dados foram submetidos a ACP e AH. A Figura 41 mostra a projeção 

CP3 × CP4, que não possuem maior variabilidade dos dados, apenas 1,66%, porém 

trazem maior informação química para análise das folhas irrigadas e não irrigadas em 

40 cm de altura. Pelo gráfico dos escores nota-se que a componente principal 3 é a 

responsável pela separação dos extratos. Na CP3 negativa localizam-se os extratos 

da planta irrigada, enquanto que em sua região positiva observam-se os extratos da 

planta não irrigada e o agrupamento dos extratos em etanol (Irr e Ni). A CP4 positiva 

tem uma maior quantidade de extratos irrigados enquanto que na região negativa da 

CP4 observamos a  maior proporção dos extratos não irrigados.  

Na Figura 42 observa-se o gráfico de loadings CP3 x CP4. Os valores 

positivos da CP3 estão localizados nos números de onda de 1070 cm-1 (1060-1080 

cm-1 indicam vibrações de deformação axial de C-O de éster ou álcool primário), 

1700 cm-1 compreende deformação axial de carbonilas (C=O); 2847 e 2918 cm-1 

(correspondentes a bandas de δ C-H). Estes números de onda influenciam na 

separação dos extratos da planta não irrigada. Os extratos irrigados, posicionados na 

região negativa da CP3, são influenciados pelos números de onda 878 e 1508 cm-1. 

A maioria dos extratos irrigados, encontrados na CP4 positiva são discriminados pelos 

números de onda em 837 cm-1, referentes às vibrações de deformação angular fora 

do plano da ligação C-H de alcenos e hidrocarbonetos aromáticos (1000-650 cm-1); 

1431,1556 e 1665 cm-1. A CP4 negativa determina números de onda de 1113 cm-1, 

banda caracteristica de ésteres (1275-1020 cm-1);  1280 cm-1, característica de fenóis 



86 

 
 

(1390-1330 e 1260-1880 cm-1),1617 e 1694 cm-1 (picos olefínicos (1680-1630 cm-1) ou 

compostos aromáticos (1600-1450 cm-1).  

Por meio dos espectros, Figura 43, é possível observar as bandas 

respectivas de absorção dos metabólitos e as diferenças entre as plantas irrigada e 

não irrigada, respectivamente. 

 
Figura 41. Gráfico dos escores CP3 x CP4 para os dados espectroscópicos no FTIR 

das amostras de plantas irrigadas e não irrigadas em 40 cm de altura de 
Coffea arabica de genótipo IAPAR59, de acordo com o planejamento 

experimental. 
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Figura 42. Gráfico dos loadings CP3 x CP4 para os dados espectroscópicos no FTIR 

das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59 de plantas irrigadas 

e não irrigadas em 40 cm de altura, de acordo com o planejamento 
experimental.  

 
Figura 43. Espectros por análise de FTIR das amostras da folha de Coffea arabica de 

a) plantas irrigadas e b) não irrigadas, respectivamente, em 40 cm de altura 

de acordo com o planejamento experimental. 
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A Figura 44 apresenta o dendograma da análise hierárquica. No valor 

de 8 é possível observar o agrupamento em etanol puro, observados na projeção CP3 

x CP4. 

 
Figura 44. Dendrograma dos dados de espectros FTIR para os extratos de plantas  

irrigadas e não irrigadas em 40 cm de altura, como no planejamento 

experimental. 
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metabólitos polares, em que subentende-se ácidos clorogênicos, já que estudos 

demonstram sua presença predominantemente em grãos. Porém, quando se faz a 

cromatografia, o pico característico deste metabólito não é apresentado. Os perfis 

apresentados nas amostras  dos extratos em hexano são de carotenóides, em torno 

de 400-500 nm, 1,3670 min e perfil dos alcaloides (cafeína) em torno de 272 nm, 

3,9170 min, para extratos em diclorometano, Figura 45. Estes espectros de 

cromatogramas concordaram com as análises espectroscópicas pois mostram uma 

leve, porém maior valor de unidade arbitrária da planta não irrigada quando 

comparada ao extrato da planta irrigada. Este fato pode ser associado a uma maior 

abundância relativa de metabólitos secundários. Caso a raiz absorva muita água 

(planta irrigada), a síntese de nutrientes e metabólitos das folhas próximas a ela será 

prejudicada15.  

 
Figura 45. Espectros dos cromatogramas (DAD) para Coffea arabica dos extratores 

em 276 nm: a) espectros dos cromatogramas (DAD) de extratos em 
hexano para as duas alturas em 1,3670 min. b) espectros dos 

cromatogramas (DAD) de extratos em diclorometano para as duas alturas 

em 3,9170 min. 
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A Figura 46 apresenta os espectros mais importantes obtidos para as 

amostras irrigadas e não irrigadas, respectivamente. A atenção é voltada à diferença 

de absorbância obtida. 

 
Figura 46. Espectros mais relevantes obtidos para as amostras irrigadas e não 

irrigadas na altura de 40 cm, respectivamente. a) espectros dos 

cromatogramas (DAD) para as amostras irrigadas em 40 cm de altura; b) 

espectros dos cromatogramas (DAD) para as amostras não irrigadas em 

40 cm de altura. 
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quando se trata dos carotenóides; nas plantas irrigadas há maiores valores de unidade 

arbitrária em aproximadamente 100, enquanto que para as plantas não irrigadas, 

estes são maiores em torno de 300. Praticamente não se observa diferença entre as 

duas plantas quando se trata do pico da cafeína.  

As folhas também foram analisadas em grupos de plantas de 80 cm 

de altura (Irr e Ni). A matriz matemática, composta por 30 extratos e 576 valores de 

absorbâncias (comprimentos de onda- nm) foi submetida à ACP e AH. Para não 

prejudicar a análise, a planta matriz não participou desta comparação, pela grande 

diferença de idade. Na Figura 47, pode-se observar a projeção da CP2 × CP3, que 

explicam 9,13% da variância total, para análise das folhas Irr e Ni no segundo estrato 

(80 cm).  

 
Figura 47. Gráfico dos escores CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59,  das 

plantas irrigadas e não irrgada na altura 80 cm, de acordo com o 

planejamento experimental. 
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Nota-se pelo gráfico dos escores, Figura 47, que a CP2 é 

determinante na separação dos 2 agrupamentos distintos. Os metabólitos extraídos 

da planta não irrigada agrupam-se na região positiva da CP2, enquanto que os 

extratos da planta irrigada estão na CP2 negativa. Na região positiva da CP3, isolado 

dos demais, observa-se o extrato em etanol puro da planta não irrigada. A distância 

observada entre este extrato e os demais, pode indicar uma grande diferenciação em 

determinado(s) metabólito(s). Na região intermediária, há maior quantidade dos 

extratos das plantas irrigadas e não irrigadas. Na Figura 48 observa-se o gráfico de 

loadings CP2 x CP3 desta análise.   

 
Figura 48. Gráfico dos loadings CP2 x CP3 para os dados espectrofotométricos no 

UV-Vis das amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, de acordo 

com o planejamento experimental. 
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Os valores positivos da CP2 estão localizados no comprimento de 

onda de 335, 434 e 462 nm e influenciam na separação da planta não irrigada. Os 

metabólitos extraídos das folhas irrigadas, posicionados na parte negativa da CP2, 

são mais influenciados pelo comprimento de onda 399-410, 491 e 533 nm. Valores 

positivos da CP3, localizados no comprimento de onda de 282, 398 e 496 e 538 nm, 

influenciam o metabólito extraído em etanol puro da planta não irrigada. Já os extratos 

da região negativa da CP3 são influenciados pelos comprimentos de onda de 436 e 

469 nm. A região em comum nas duas componentes principais com comprimentos de 

onda entre 434/436 nm e 462/469 nm indicam a presença de  gama-caroteno. 

Mediante os espectros, Figura 49,  é possível observar as respectivas 

bandas de absorção dos metabólitos e as diferenças entre estratos de 80cm das 

plantas irrigadas e não irrigadas em etanol, diclorometano e hexano puros e mistura 

binária etanol:diclorometano (1:1), respectivamente. 
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Figura 49. Espectros por análise de UV-Vis das amostras da folha de Coffea arabica. 

a) etanol, b) diclorometano, c) hexano e d) mistura binária 

etanol:diclorometano. 

 
O padrão de similaridade dos espectros, de diferentes amostras, vem 

se repetindo, pois trata-se de mesmo genótipo de planta. Por exemplo, a Figura 49 

mostra novamente que mesmo com uma pequena absorção dos extratos em hexano 

puro, há a presença dos três picos característicos de carotenóides (400-500 nm). 

Nesta região, de acordo com os comprimentos de onda observados, podem estar 

presentes os seguintes pigmentos (carotenoides): β-criptoxantina, prolicopeno, 

neurosporeno, gama caroteno, e β-caroteno. Quando em mistura, o solvente hexano  

não exerce grande capacidade extrativa por possuir parâmetros solvatocrômicos 

próximos a zero; as demais proporções com caráter mais polar que determinarão os 
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metabólitos a serem extraídos.  Tratando-se   de diclorometano e misturas em etanol, 

na região de 230/240 nm, os picos dos metabólitos continuam sobrepostos. De acordo 

com os espectros, Figura 49, observa-se que em se tratando das plantas em segundo 

estrato, as maiores concentrações de metabólitos são encontradas nas plantas 

irrigadas. O que pode-se entender, a partir deste fato, é que a 80 cm de altura do chão 

a planta apresenta comportamento contrário, quando comparado à altura de 40 cm. 

Alguns fatores podem ser responsáveis: a raiz da planta irrigada pode estar 

encharcada, isso prejudicaria o desenvolvimento estrutural e por consequência o 

desenvolvimento metabolômico, por isso, estando  o 2° estrato (80 cm) em uma região 

de concentração hídrica e influência da luz solar “ ótimas“, o desenvolvimento geral 

de seu metabolismo não será comprometido, mantendo constante a produção de 

metabólitos para proteção do vegetal quando necessário33. 

A análise hierárquica, Figura 50, distinguiu o grupo de extratos Ni na 

distância de ligação de 30, assim como o gráfico de escores mostrado na Figura 47. 
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Figura 50. Dendrograma de espectros do ultravioleta para extratos de folhas irrigadas 

e não irrigadas em 80 cm de altura, como descritos no planejamento. 
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total porém a projeção da CP2 x CP3 que explica apenas 7,94%, Figura 51, fornece 

maior informação para a análise das folhas irrigadas e não irrigadas na altura de 80 

cm. Pelo gráfico dos escores nota-se que a componente principal 2 é a responsável 

pela principal separação dos extratos. Na CP2 positiva distribuem-se a maioria dos 

extratos da planta irrigada e é possível notar a  separação de grupos por solvente 
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extrator 1(etanol:diclorometano:hexano (1/6:2/3:1/6)); 2 (etanol:diclorometano:hexano 

(2/3:1/6:1/6)) e 3 hexano puro. Já na região negativa, encontram-se os extratos de 

planta não irrigada mais os agrupamentos por solvente extrator 4 

(etanol:diclorometano:hexano (1/6:1/6:2/3)) e 5 (mistura binária etanol:diclorometano).  

A CP3 é menos discriminante para nos fornecer informações a respeito da separação 

dos extratos de plantas por irrigação, porém nos mostra a formação de grupos por 

solvente. A região  positiva separa os grupos 1, 4 e 5  e as misturas ternárias dos 

extratos irrigados, enquanto que na região negativa da CP3 observamos os grupos 2 

e 3 e as misturas ternárias dos extratos não irrigados.  

 
Figura 51. Gráfico dos escores CP2 x CP3 de dados espectroscópicos no FTIR das 

folhas de Coffea arabica irrigadas e não irrigadas na altura de 80 cm, de 

acordo com o planejamento.  
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O gráfico dos loadings CP2 × CP3, Figura 52, mostra os 

comprimentos de onda que mais influenciam na separação dos extratos. Valores 

positivos da CP2 estão localizados nos números de onda de 1689 e 2925 cm-1 

(provenientes das vibrações de deformação axial simétrica e assimétrica de C-H de 

alcanos (3000-2840 cm-1)) com picos de baixa intensidade, influenciando na 

separação dos extratos Irr e dos grupos 1, 2 e 3. Os números de onda de 837 cm-1 

que podem ser de vibrações de deformação angular fora do plano da ligação C-H de 

hidrocarbonetos aromáticos (900-675 cm-1) ou alcenos (1000-650 cm-1), referem-se 

aos metabólitos extraídos da planta não irrigada e aos grupos 4 e 5, encontrando-se 

na região negativa da CP2. Na CP3 positiva localizam-se os agrupamentos por extrato 

1, 4 e 5 que podem-se associar aos números de onda de 836 cm-1, 1119 cm-1 

(deformação axial) de C-O, álcoois e fenóis (1260-1000 cm-1), ésteres e lactonas 

(1300-1000 cm-1)); 1377 cm-1 -  deformação angular simétrica da ligação CH2 (1467 

cm-1) ou CH3 (1380 cm-1) ou deformação angular assimétrica da ligação CH3 (1450 

cm-1); 1611 cm-1, proveniente de vibrações de deformação axial da ligação C=C de 

alquenos (1670-1600 cm-1) ou de hidrocarbonetos aromáticos mononucleares (1600-

1585 cm-1) ou banda correspondente à deformação angular simétrica no plano de N-

H (δ NH) de aminas primárias e secundárias (1650-1580 cm-1) e 2961 cm-1 - vibrações 

de deformação axial simétrica e assimétrica de C-H de alcanos (3000-2840 cm-1). Os 

metabólitos extraídos em diclorometano puro, hexano puro e misturas ternárias 

encontram-se na CP3 negativa, determinadas pelos números de onda 1172, 1226, 

1551, 1707 cm-1 e 2847, 2918 cm-1. 

 

 

 



99 

 
 

Figura 52.  Gráfico dos loadings CP2 x CP3 de dados espectroscópicos no FTIR das 

amostras de Coffea arabica de genótipo IAPAR59, de acordo com o 

planejamento. 

 
 

Na Figura 53 encontram-se os espectros com as respectivas bandas 

de absorção dos metabólitos das plantas irrigadas e não irrigadas, respectivamente. 

 
Figura 53. Espectros por análise de FTIR das amostras de folhas irrigadas (a) e não 

irrigadas (b) em 80 cm de altura, da folha de Coffea arabica.  
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Os espectros de infravermelho concordam com as análises UV-Vis, 

pois mostram uma menor reflectância/maior absorbância da planta irrigada quando 

comparada a planta não irrigada, ambos em 80 cm. Associa-se  este fato à uma maior 

abundância relativa de um determinado metabólito secundário. 

Pela análise hierárquica, Figura 54, observa-se, na distância de 

ligação máxima de 40 os 5 agrupamentos verificados no gráfico de escores CP2 x 

CP3, Figura 51.  

 

Figura 54. Dendrograma baseado nos dados dos espectros de FTIR para os extratos 

de folhas irrigadas e não irrigadas em 80 cm de altura, como descritos no 
planejamento experimental. 

 

edh*
ed

ed
edh*

d
dh

h
h

dh
d

edh
edh

edh
edh

edh
edh

edh
edh

edh
e*dh

e*dh
eh

eh
ed*h

ed*h
edh

edh
edh

e
e

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Di
st

ân
ci

a 
de

 L
ig

aç
ão



101 

 
 

 

CAPÍTULO V 

CONCLUSÃO 
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5 CONCLUSÃO 

 
 A abundância relativa dos metabólitos nos extratos das cultivares 

de Coffea arabica IAPAR 59 são extremamente dependentes da altura da planta e da 

taxa de irrigação, porém, deve-se atribuir uma grande importância também ao 

solvente extrator.  

 Os principais metabólitos formadores desta impressão digital são 

os carotenóides: β-criptoxantina, gama-caroteno, β-caroteno, em especial prolicopeno 

e neurosporeno, extraídos em hexano por interações apolares e clorofila alfa e beta, 

extraída por solventes polares, (etanol e diclorometano). 

 Quando compara-se excesso de radiação, o aumento da 

absorbância dos metabólitos depende da altura, 40 ˂ 80 ˂ 120 cm. A analogia é feita 

considerando-se plantações autossombreadas e em excesso de radiação, já que à 

120 cm a planta mais exposta à radiação solar precisa de defesa contra os raios, 

produzindo assim uma maior quantidade de metabólitos.  

 A abundância relativa de clorofila também aumenta com maior 

exposição solar, isso porque a taxa fotossintética é crescente na mesma proporção.     

 Quando comparadas taxas de irrigação em 1° estrato, as maiores 

absorbâncias de metabólitos encontram-se nas plantas não irrigadas. A taxa de 

irrigação, neste caso, foi o fator predominante para obtenção destes resultados, visto 

que, um pequeno déficit hídrico é importante para o crescimento e desenvolvimento 

metabolômico do cafeeiro. 

  Quando comparadas taxas de irrigação em 2° estrato, as maiores 

absorbâncias são obtidas para as plantas irrigadas. A absorção da radiação solar, 

neste caso, foi predominante para a produção de metabólitos, a fim de proteção 

vegetal.
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LISTA DE ABREVIATURAS 
  
α - Acidicidade 

β - Basicidade 

π- Dipolaridade  
ε - Erro experimental 

 - Somatória 

a.C. - Antes de Cristo 

ACN- Acetonitrila 
ACP- Análise de componentes 

          principais 
AH- Análise Hierárquica 

CCD- Cromatografia em camada 

delgada 
CG- Cromatografia gasosa  
CLAE- Cromatografia líquida de 

alta eficiência 
CGA- Ácidos clorogênicos 

CP- Componente Principal 

d- Diclorometano 

DAD- Detector com arranjo de 

fotodiodos  
e- Etanol 

EC- Eletroforese capilar 

FTIR- Infravermelho 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
h- Hexano 
ha- Hectare 

H2O- Água 

HPLC- High Performance/Pressure 

Liquide 

Chromatography 
LQCN- Laboratório de 

Quimiometria em 

Ciências Naturais 
P´- Polaridade 

UV- Ultravioleta 

UV- Vis- Ultravioleta visível 

xd - Medida de interação da 

acidicidade com o 

soluto dioxano 
xe - Medida de interação da 

basicidade com o 

soluto etanol  
xn - Medida de interação da 

dipolaridade com o 

soluto nitrometano 
 


