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RESUMO

O efeito do solvente na separagdo dos metabdlitos em extratos de gréos crus de
duas cultivares de cafés, Bourbon e IPR 108 foi investigado em cromatografia de
coluna aberta. Com o objetivo de estudar a influéncia dos parametros
solvatocrémicos a, B e 1 foram utilizadas quatro fases méveis de mesma polaridade.
Métodos quimiométricos de analise hierarquica (AH) e andlise de componentes
principais (ACP) foram aplicados aos cromatogramas (CLAE) e espectros (UV-DAD-
CLAE). Os resultados mostraram que a maior eficiéncia no fracionamento foi obtida
usando a fase movel ternaria acetona-diclorometano-etanol (32:36:32 v/v/v) na
cromatografia de coluna. A analise dos espectros dos cromatogramas UV-DAD-
CLAE de ambas cultivares mostraram maior diversidade de perfis de espectros
quando o extrato foi eluido com a fase ternaria. Deste modo, tanto a analise de
cromatogramas quanto a dos espectros mostraram a vantagem de se utilizar fases
moveis ternarias. Além disso, ficou evidenciado a separagao entra as fragdes das
diferentes fases mdveis, indicando que as caracteristicas do solvente (a, 3 e 1) s&o
importantes na separagao dos diferentes metabdlitos.

Palavras chaves: Bourbon. IPR 108. Coffea arabica. Parametros solvatocrémicos.
Fracionamento cromatografico. Métodos quimiométricos.
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ABSTRACT

The effect of the solvent on the separation of metabolites in extracts of raw coffee
beans of two cultivars, Bourbon and IPR 108 was investigated with open column
chromatography With the aim of studying the influence of the solvatochromic
parameters a, B and 1 four mobile phases with the same polarity were used.
Chemometric methods of hierarchy analysis (HA) and principal component analysis
(PCA) were applied to chromatograms (HPLC) and spectra (HPLC-DAD-UV). The
results showed that the highest efficiency in fractionation was achieved using the
ternary mobile phase acetone-dichloromethane-ethanol (32:36:32 v / v / v) in column
chromatography. The spectral analysis of the HPLC-DAD-UV chromatograms of both
cultivars showed greater diversity of spectral profiles when the extract was eluted
with the ternary phase. Thus, both the analysis of the chromatograms and the
spectra showed the advantage to using the ternary mobile phase. Furthermore, the
separation between the fractions of different mobile phases was evident, indicating
that the characteristics of the solvent (a, B and 1) are important in the separation of
different metabolites.

Key words: Bourbon. IPR 108. Coffea arabica. Solvatochromic parameters.
Fractionation. Chemometric methods.
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1 INTRODUGAO

O café arabica é uma das varias espécies pertencentes ao género Coffea e
se destaca comercialmente por gerar uma bebida de maior qualidade [1]. A
qualidade da bebida, principalmente o sabor e 0 aroma, depende dos constituintes
quimicos presentes no grdo cru, dos quais se destacam os compostos fendlicos,
acidos, aldeidos, cetonas, aminoacidos e agucares [2].

Os metabdlitos podem ser divididos em metabdlitos primarios, que estdo
evidentemente envolvidos nas rotas de degradagéo e sintese das macromoléculas
em qualquer ser vivo [3], e especializados (secundarios) que sdo geralmente
encontrados em plantas [4], frequentemente atuando na defesa do vegetal contra
patdgenos e herbivoros ou funcionando como atrativo para polinizadores [5]. Os
metabdlitos especializados também tém importancia comercial para a medicina
terapéutica, pois grande parte destes compostos apresenta propriedades medicinais
[6-8]. Eles também podem ser uteis na tentativa de se isolar um metabdlito ou grupo
de metabdlitos com diferentes estruturas ou um grupo de novos metabalitos [9-12].

Para obter uma boa separacédo dos metabdlitos especializados, geralmente se
utiizam técnicas de cromatografia liquida. Muitas vezes, devido a grande
complexidade de metabdlitos encontrados no café, é necessaria a combinagao de
mais de uma técnica para a obtengdo de uma boa separagao [13]. Duas técnicas
muito utilizadas s&o a cromatografia em coluna aberta e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Em ambas, a separacdo €& governada pela fase movel, que
geralmente é composta por uma mistura de solventes. Existem varias razdes para se
utilizar misturas de solventes ao invés de solventes puros na cromatografia liquida,

sendo a mais importante a versatilidade em variar a seletividade afetando assim as
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separagdes. A composicao da mistura de solventes empregada € um grau de
liberdade adicional a escolha dos diversos solventes. Os varios solutos a serem
separados “interagem” de forma diferente os componentes da mistura de solventes,
assim se distribuem diferentemente entre a fase estacionaria e a movel [14]. Além
disso, quanto maior a quantidade de solventes organicos na fase mével, maior sera
a habilidade de manipular a retencdo e a seletividade do sistema cromatografico
[15]. Este fato também aumenta a complexidade da mistura, dificultando a
interpretacdo de seus resultados ou influenciando os mesmos através de efeitos
como a solvatacao preferencial [14]. A escolha dos solventes e a composicdo dos
mesmos na fase movel sdo fundamentais para se obter uma melhor separacédo dos
componentes da mistura. Esta tarefa € bem complexa e demorada, para tal, precisa-
se de uma metodologia rapida e eficiente que consiga abranger as diferentes
seletividades dos solventes. A partir da descoberta feita por Berthelot e Péan de
Saint-Gilles, em 1862, de que os solventes influenciam o processo da reacgao [16],
surgiu um interesse em entender como de fato os solventes poderiam influenciar as
reacoes. No ano de 1903, Stobbe revisando os resultados obtidos por outros
pesquisadores da época classificou os solventes em duas classes: aproticos
(receptores de prétons) e proéticos (doadores de protons) [17]. Em seguida houve a
revelagao da solvatagao preferencial, grande responsavel pelos efeitos do meio, a
qual ocorre em misturas de solventes e é resultante das forcas intermoleculares
entre solvente e soluto [18]. Nela, a espécie de interesse “prefere” se solvatar em um
dos componentes da mistura de solventes, formando uma camada de solvatagao
distinta do restante da solugao [19,20]. Com isso se tornou fundamental a busca por
uma maneira de estudar e quantificar estas interagdes, tarefa trabalhosa devido a

natureza complexa das mesmas. Um conceito que ajuda neste trabalho é a
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polaridade, o poder de solvatacdo do solvente. Mas a quantificacao deste nao é tao
simples, por isso escalas empiricas sdo comumente utilizadas para esta tarefa
[21,22]

A primeira escala de polaridade foi de Grunwald e Winstein [23] chamada de
Y, depois veio a de Kosower [24]. Kosower propOs a utilizagdo de sondas
solvatocrédmicas para arquitetar sua escala Z. Estas sondas (geralmente corantes)
recebem este nome devido ao efeito do solvatocromismo, onde uma espécie
quimica sensivel a solvatagcdo sofre modificagdbes na sua banda de absor¢cdo na
regido do visivel e ultravioleta [25,26]. Deste modo, iniciou-se uma busca por novas
escalas e novas sondas que fossem mais adequadas para a quantificacdo da
polaridade. Entre as varias escalas desenvolvidas, duas se destacam: a escala
E«(30) de Dimroth e Reichardt e a escala a, B e m de Kamlet e Taft. Dimroth e
Reichardt estudaram varias sondas e tiveram o melhor resultado com a de numero
trinta E«(30), por isso o seu nome. A sonda trinta demonstrou um forte efeito de
solvatocromismo e, devido as suas bandas solvatocrdmicas aparecerem na regiao
do visivel, ela é de facil percepcao [25].

Diferentes da maioria das escalas que sdo baseadas em um parametro,
Kamlet e Taft se apoiaram em trés parametros das interagdes polares dos solventes:
a (acidicidade), B (basicidade) e 1 (dipolaridade). Parametros similares ja tinham
sido utilizados por Snyder [27]. Em 1974 ele introduziu o primeiro tridngulo de
seletividade de solventes, baseado em constantes de distribuicdo relatadas por
Rohrschneider [28]. Snyder utilizou diferentes solutos-teste para estudar as trés
interagbes, a acidicidade que era medida com dioxano (x4), a basicidade que era
medida com etanol (x¢) € a dipolaridade que era medida com nitrometano (x,). Desta

forma, Snyder separou mais de oitenta solventes em oito grupos. Quase dez anos
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depois Kamlet, quantificou os mesmos parametros, entretanto, ele se utilizou de
sondas solvatocrébmicas para calcular as mesmas interagdes e as chamou de
parametros solvatocrémicos. Uma das vantagens da abordagem solvatocrémica é
que seus valores sado derivados da espectroscopia, assim sendo, suas medidas sdo
especificas para apenas uma interagdo, ou seja, elas ndo sofrem influencia de
outras interacdes [29]. Além disso, Kamlet utilizou nas suas medidas a média de
varias sondas (solutos), o que elimina a incerteza causada pelo efeito da solvatagéo
preferencial que pode ocorrer quando se utiliza apenas um soluto numa mistura de
solventes e assegura uma correlagao estatistica valida [26]. Ademais Kamlet, com o
objetivo de quantificar apenas as interagdes soluto-solvente, escolheu sondas que
nao tivessem interagcbes especificas [30]. Por conseguinte, os valores obtidos por
Kamlet se mostram, argumentativamente, melhores que os de Snyder, o que pode
ter influenciado no atual crescimento do interesse da abordagem solvatocrémica e
no desenvolvimento de novas sondas [31-33].

Na CLAE, geralmente se utiliza o sistema de classificacdo de Snyder para
escolher os solventes da fase movel. O mesmo nao acontece com a cromatografia
liguida em coluna aberta, onde a escolha é geralmente baseada na polaridade. No
entanto para uma quantificacdo adequada da polaridade dos solventes é necessario
a utilizacdo dos parametros utilizados por Snyder e Kamlet, pois interagdes
especificas do soluto com o solvente, como as ligacbes de hidrogénio, séo
essenciais na escolha da fase moével.

Apos a obtencdao dos dados experimentais, a analise dos mesmos nao é
simples, por isso é necessario a utilizacdo de métodos de analise exploratéria. Com
eles é possivel identificar modelos de associagdo no grupo de dados, e conceber

ligacbes entre variaveis e objetos, tornando possivel a detecgdo de objetos
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singulares ou o agrupamento dos mesmos. Dentro destes, dois meétodos se
destacam, a analise de agrupamentos hierarquica (AH) e a andlise de componentes
principais (ACP). A primeira se utiliza da similaridade entre dois pontos baseada na
distancia entre eles no espago multidimensional, para analisar agrupamentos de
forma hierarquica do conjunto de dados. Enquanto a segunda, aplica combinagdes
lineares das variaveis originais para reduzir a dimensionalidade do agrupamento de
dados, com isso simplificando a analise destes sem que ocorra grande perda de
informacoes [34].

Devido a heterogeneidade dos metabdlitos, bem como a diferenga nas suas
polaridades, o sucesso da separagdo cromatografica ira depender da escolha do
solvente usado no método de separacdo. Por outro lado, cada método analitico
consiste de conjuntos especificos de condigdes experimentais, sendo assim, para
encontrar as condigcdes 6timas numa amostra complexa, um caminho efetivo é
combinar técnicas analiticas com métodos quimiomeétricos.

Considerando a importancia da escolha dos solventes que compéem a fase
movel, suas interacbes e o fato de ser raro encontrar trabalhos na literatura que
exploram o efeito da fase moével na separagdo de metabdlitos em cromatografia em
coluna aberta, este trabalho teve como objetivo: avaliar o efeito do solvente na

separacao de metabdlitos especializados em cultivares de Coffea arabica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Comparar quatro fases méveis de mesma polaridade, usando solventes
puros e misturas de solventes para cromatografia de coluna aberta na

separacao das diferentes classes de metabdlitos.
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2) Utilizar métodos quimiométricos de analise multivariada associados a

dados cromatograficos para analise das classes dos diferentes metabdlitos.
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2 MATERIAIS E METODOS

Num estudo prévio do nosso grupo de pesquisa [35] um planejamento de mistura
centroide simplex para os solventes: acetato de etila, diclorometano, etanol e
hexano; foi usado para a escolha do sistema extrator de graos crus de café do tipo
arabica de diferentes cultivares. A escolha da fase moédvel para CLAE foi feita
utilizando o mesmo tipo de planejamento, mas com os solventes: agua, acetonitrila e
metanol. O extrator mais eficiente foi a mistura binaria diclorometano:etanol (1:1 v/v),
e a fase movel mais eficiente para analise em CLAE foi agua:ACN:MeOH (51:26:23

v/vlv), sendo assim estas condi¢gdes foram utilizados neste trabalho.

2.1 Cultivares de Coffea arabica Analisados

Foram analisadas duas cultivares de Coffea arabica: Bourbon e IPR108 . Na
cultivar Bourbon ndo ha cruzamento, a cultivar IPR 108 originou-se do cruzamento
cultivar lapar59 x (Catuai x Icatu). A cultivar lapar 59 originou-se do cruzamento
entre Coffea arabica, Villa Sarchi 971/10 e o Hibrido de Timor 832/2. A Figura 1
mostra as fotografias das duas cultivares de cafés estudados. Duas cultivares

IPR101 e IAPAR 59 foram usadas como amostras de validagao.
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Figura 1 - Fotografias das duas cultivares de cafés estudadas Bourbon e IPR 108.

2.2 Reagentes

Os regentes utilizados foram Alcool etilico comercial dR, Acetona P.A. F Maia
99,5%, Diclorometano P.A. F Maia 99,5%, Acetonitrila e Metanol grau cromatografico

Vetec, agua ultrapura Milli-Q.

2.3 Equipamentos

Os equipamentos e aparelhos utilizados foram: balanga Analitica Shimadzu
AY220, evaporador rotativo Fisaton 801, aparelho de ultrason Labstore Maxiclean
800, moinho de disco Perten-3600, peneira Granutest ABNT 25 abertura em mm
0,71, espectrofotometro UV-VIS Genesys 2 Thermo Spectronic, purificador de agua
Millipore Plus, cromatografo liquido de alta eficiéncia SPD-M10AV Finnigan Surveyor
com detector de arranjo de fotodiodo (PDA) Termo-Electro Corporation, coluna de

vidro de 30x2,5 cm, folhas de aluminio pré-revestidas Macherey-Nagel silica gel 60



23

com indicador fluorescente UV,s4 de 5x20 cm, coluna Phenomenex 100 x 4,60 mm

Kinetex 2,6 micrometros PFP 100 A.

2.4 Procedimento Experimental

A maceragdo, operacdo na qual a extragdo da matéria prima vegetal é
realizada durante um periodo prolongado e sem renovagao do liquido extrator,
usualmente é aplicado na extracdo dos constituintes quimicos existentes nas
plantas. Devido a saturacdo do liquido ou ao estabelecimento de um equilibrio
difusional entre o meio extrator e o interior da célula, ela ndo conduz ao
esgotamento da matéria prima vegetal. Para aumentar a eficiéncia da extragao,
neste trabalho, optamos pelo método de remaceragdo, ou seja, a operagdo da
maceragao é repetida varia vezes utilizando o mesmo material renovando-se apenas

o liquido extrator.

2.5 Preparo do Extrato Bruto

Primeiramente, os graos crus dos cafés foram imersos em nitrogénio liquido
para torna-los friaveis e com isso facilitar a sua moagem. Apds a moagem, o material

vegetal foi peneirado.

A Figura 2 mostra o desenvolvimento experimental. Para cada amostra de

café foram pesados 30 g de café cru moido e adicionaram-se 140 mL da mistura de
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solvente (diclorometano:etanol 1:1 v/v). Em seguida, o material foi levado ao banho
ultrassom e a cada 15 minutos trocava-se a agua do banho para evitar o
aquecimento do mesmo, e a cada 30 minutos a amostra era filirada e novamente
colocada uma porcdo da mistura extratora, repetindo-se o processo 29 vezes. As
misturas obtidas foram levadas ao evaporador rotativo, onde os solventes foram
evaporados. Os extratos obtidos foram armazenados em frascos e colocados sob o
ventilador para retirar-se todo o solvente ainda presente na amostra, até peso

constante.

2.6 Preparagao da Coluna Cromatogréfica

Um grama do extrato bruto seco foi macerado juntamente com um grama de
silica até ficar um p6 bem fino. Em seguida a amostra foi colocada no topo da coluna
de vidro de 30x2,5 cm, que foi previamente preenchida e empacotada lentamente
com 30g de silica gel 60 (0,2 — 0,5 mm). Para fixar esta coluna foi utilizado um
suporte para buretas. Quatro colunas foram preparadas para cada cultivar de café,
seguindo este procedimento. Cada coluna foi eluida com uma fase mével de
composicao diferente e de mesma polaridade. A figura 3 mostra o esquema deste

procedimento.
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Figura 2 — Esquema do procedimento para o preparo do extrato bruto.
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A escolha das fases moveis foi baseada na classificacdo de solventes de
Snyder, sendo escolhidos para a composicdo das mesmas, trés solventes de
diferentes grupos do tridngulo de seletividade de Snyder, como mostra a Figura 4.
Baseado em modificadores organicos muito utilizados neste tipo de analise, foram
selecionados o etanol (grupo Il), o diclorometano (grupo V) e a acetona (grupo VI).
Para gerar maior mudanga na seletividade, os solventes devem pertencer a

diferentes grupos da classificagdo de Snyder.
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Figura 3 — Procedimento do fracionamento em coluna aberta com a composi¢ao das
quatro fases moveis utilizadas, onde ac = acetona, di = diclorometano e et

= etanol.
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Na Tabela 1 temos os valores das propriedades solvatocrémicas,
normalizados para que a somatéria dos mesmos seja um. Construindo-se um
triangulo com as propriedades solvatocromicas em suas arestas e colocando-se os
trés solventes dentro do mesmo, como mostra a Figura 5, ficam evidentes as

diferentes caracteristicas solvatocrémicas de cada solvente.
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Figura 4 — Tridngulo de seletividade de Snyder, com seus oito grupos representados
por circulos em vermelho.

Basicidade

Acidicidade Dipolaridade
Tabela 1 — Valores dos parametros solvatocromicos dos solventes
Acidicidade . . . .
Solvente (a) Basicidade(B) Dipolaridade (1) Polaridade
acetona 0,06 0,38 0,56 5,1
diclorometano 0,27 0 0,73 3,1

etanol 0,39 0,36 0,25 4,3
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Figura 5 - Tridangulo onde cada aresta representa um dos parametros
solvatocrémicos e cada ponto representa um dos trés solventes
selecionados.

Dipolaridade (1)
0,00 , 1,00

1,00 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Acidicidade (a) Basicidade ()

Com o objetivo de comparar os parametros solvatocrdbmicos, e ndo a
polaridade, foram escolhidas composi¢des das fases moveis que tivessem a mesma

polaridade. Para esse calculo utilizou-se a equacao dada por:

P’ = @aPa + @bPb + ¢cPc

onde @a, @b e @c representam as fracdes dos volumes dos solventes “a”, “b” e “c” de

uma mistura ternaria, Pa, Pb e Pc sdo os valores de polaridade destes solventes

puros e P’ é a polaridade da mistura.
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Considerando que a acetona pura tem polaridade de 5,1 as proporgdes para
as misturas foram calculadas para uma polaridade final de mesmo valor.
Consequentemente, a razdo das misturas foi: acetona-diclorometano (58:42 vl/v),
diclorometano-etanol (52:48 v/v) e a mistura ternaria acetona-diclorometano-etanol
(32:36:32 v/viv).

A Tabela 2 mostra os valores das propriedades solvatocromicas,
normalizados para que a somatoéria dos mesmos seja um, das quatro fases méveis
escolhidas. Construindo-se um tridngulo com as propriedades solvatocromicas em
suas arestas e colocando-se as quatro fases moveis dentro do mesmo, como mostra
a Figura 6, podemos observar as caracteristicas solvatocrdbmicas de cada fase
movel.

Em cada coluna foram recolhidos 20 fracbes de cada extrato em frascos de
vidros de 7 mL. Em seguida, estes foram colocados sob ventilagao para retirar-se

todo o solvente presente no frasco, até peso constante.

2.7 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As amostras foram aplicadas em cromatoplacas na forma de solugao, pois os
solventes tém grande volatilidade e apdés a aplicagdo sdo eliminados. Foram
utilizados tubos capilares para as aplicagbes. As aplicacdes foram feitas em faixa
horizontal uniforme nas cromatoplacas que tinham medida de 10 cm de
comprimento. Em seguida, as placas foram colocadas na camara de elui¢do, onde
ocorre o contato com a fase mével. A deteccdo das mesmas foi feita por

borrifamento de vanilina sulfurica.
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Tabela 2 — Valores dos parédmetros solvatocrémicos das fases méveis

Fase Acidicidade (a) Basicidade(B) Dipolaridade () Polaridade
moével
acetona 0,06 0,38 0,56 51
ac-di 0,15 0,22 0,63 51
di-et 0,33 0,17 0,5 51
ac-di-et 0,24 0,24 0,52 51

2.8 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As vinte fracbes de cada fase moével foram numeradas de um a vinte em
ordem crescente de elui¢ao, destas foram selecionadas dez, as de numero par, para
analise em CLAE. Em seguida elas foram diluidas em 6 mL da sua respectiva fase
movel e em seguida retirou-se 20 L desta, que a seguir foram diluidos em 11,98 mL
da mistura ternaria de solventes (ACN:H,O:MeOH 26/51/23 v/viv) que, em estudo
anterior®®, demonstrou ser a fase movel mais eficaz para a andlise de metabolitos
nas amostras de café. Antes da injegdo no equipamento, as amostras foram filtradas
em filtro Milipore Milex com 0,22 ym. A vazao da fase movel foi 1 mL/min e cada

cromatograma foi monitorado nos comprimentos de onda 210, 254 e 280 nm.
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Figura 6 - Tridangulo onde cada aresta representa um dos parametros
solvatocrémicos e cada ponto representa uma das quatro fases
moveis selecionadas
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa do trabalho investigamos a variagao composicional das fragdes
recolhidas dos extratos de café por CLAE e métodos quimiométricos.

A Figura 7 mostra os cromatogramas dos extratos preparados em
diclorometano-etanol (1:1 v/v) dos dois tipos de café no tempo de retengcdo de 0 a 8
min. Devido a dificuldade de analisar visualmente os resultados obtidos, os métodos
quimiométricos de analise de componentes principais e analise hierarquica (AH)
foram usados para auxiliar a interpretacéo dos resultados.

Para a anadlise hierarquica construiu-se uma matriz de 40x960 (40
cromatogramas/amostras por 960 variaveis/absorvancias nos diferentes tempos de
retencao) das fragdes obtidas em coluna aberta para as cultivares Bourbon e IPR
108 em quatro fases distintas: acetona, acetona-diclorometano (58:48, v/v),
diclorometano-etanol (58:48 v/v) e acetona-diclorometano-etanol (32:36:32 v/v/v).
Nenhum pré-processamento foi utilizado.

O dendrograma usando o método de Ward para as amostras de café da
cultivar Bourbon esta apresentado na Figura 8. Este dendrograma mostra que na
distancia de ligacdo de 1200 existem trés grupos, dois deles contendo acetona e o
terceiro formado pelos extratos eluidos na mistura binaria diclorometano-etanol.
Diminuindo a distancia em torno de 600, as fragdes eluidas em diclorometano-etanol
ainda permanecem num mesmo grupo, seguido pelas amostras eluidas em acetona,
que forma o segundo maior grupo, lado direito do dendrograma. Por esta figura, fica
evidente que os cromatogramas das fragcdes provenientes da mistura binaria

acetona-diclorometano e acetona-diclorometano-etanol sdo menos similares.
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos por CLAE, na fase mével ACN:H,O:MeOH
(26:51:23 wv/vlv), das 40 fragcdes resultantes do fracionamento
cromatografico do extrato das cultivares IPR 108 (a) e Bourbon (b) nas
quatro fases moéveis estudadas.

180 — IPR 108 (a) ac
160 -
140 |
© 120
S ]
< 100 -
E <
o 80
[72]
2 ]
< 60
40 -]
20 4
04
0
Tempo de retencdo / min
) Bourbon (b) — ac
220 + —— ac-di
200 —— di-et
1 —— ac-di-ef
180 —
160 -
« ]
'S 1401
<% 120 ]
c ]
S
o 100 |
2 ]
< 80
60—-
40
20
0]

Tempo de retencdo / min



35

Figura 8 — Dendrograma dos cromatogramas obtidos por CLAE, na fase movel
ACN:H,0:MeOH (26:51:23 v/vlv), das fragbes da cultivar Bourbon.
Mostrando as fracdes das diferentes fases moéveis.
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A Figura 9 mostra o dendrograma para as amostras de café da cultivar IPR
108. Nesta Figura na distancia de ligagdo em torno de 600, situa-se o maior
agrupamento, no extremo direito do dendrograma contendo as amostras das fragdes
obtidas na fase médvel acetona, sendo o segundo maior grupo as amostras eluidas
em diclorometano-etanol, enquanto as fragcdes eluidas em acetona-diclorometano e
a mistura ternaria acetona-diclorometano-etanol também apresentam menor

similaridade.



36

Figura 9 — Dendrograma dos cromatogramas obtidos por CLAE, na fase movel
ACN:H,0:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fragbes da cultivar IPR 108.
Mostrando as fracdes das diferentes fases moéveis.
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Para a analise das componentes principais foi usada a mesma matriz da
analise  hierarquica, 40x960 (40 cromatogramas/amostras por 960
variaveis/unidades de absorvancias nos diferentes tempos de retencéo) das fragoes
obtidas em coluna aberta para as cultivares Bourbon e IPR108 em quatro fases
distintas: acetona, acetona-diclorometano, diclorometano-etanol e acetona-
diclorometano-etanol. Nenhum pré-processamento foi utilizado.

Para a cultivar Bourbon as quatro primeiras componentes principais explicam
56% da variancia total contida nos dados, sendo que a primeira explica 22%, a
segunda 16%, a terceira 11% e a quarta 7%. A Figura 10 mostra o grafico dos
escores das componentes CP1xCP2xCP4, que apresentaram mais informacdes

quimicas, mostrando que a CP3, apesar de ter maior variancia que a CP4, nao
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contribui com informagbes quimicas relevantes das amostras. Pela Figura
observamos que as fragdes eluidas em diclorometano-etanol (o = 0,33 e = 0,17)
ficam bem discriminadas na parte mais positiva da CP1, enquanto que as fracbes
em acetona estdo localizadas mais préximas da parte negativa da CP1 e menos
positiva da CP2 (o = 0,06 e p= 0,38). A CP1 parece estar relacionada aos
parametros solvatocrémicos acidicidade e basicidade. As fracdes provenientes de
acetona-diclorometano e acetona-diclorometano-etanol distribuem-se ao longo da
CP4.

A Figura 11 mostra o grafico dos “loadings” para as quatro primeiras
componentes principais. Na CP1 os “loadings” mais positivos ocorrem no tempo de
retencdo até dois minutos, sendo assim, quanto mais positivo na CP1 maior a
polaridade dos metabdlitos, ao contrario, na CP2, quanto mais negativo maior a
polaridade. Na CP4 maiores valores de “loadings” positivos ou negativos ocorrem
depois de 2 minutos, implicando em menor polaridade que aqueles em relagdo a

CP1 e CP2.
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Figura 10 — Grafico dos escores CP1xCP2xCP4 dos cromatogramas obtidos por
CLAE, na fase mével ACN:H,0O:MeOH (26:51:23 v/v/v),das fragdes da
cultivar Bourbon.
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Figura 11 - Grafico dos loadings dos cromatogramas obtidos por CLAE, na fase
movel ACN:H,O:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fragdes da cultivar
Bourbon.
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A Figura 12, analise de componentes principais para a cultivar IPR 108,
mostrou que as trés primeiras componentes principais explicam 54% da variancia
total contida nos dados, sendo que a primeira explica 32%, a segunda 13% e a
terceira 9%. O grafico dos escores da CP1xCP2xCP3 mostra trés grupos distintos,
as fragoes eluidas em acetona sozinha, as fragdes eluidas em diclorometano:etanol
e o terceiro grupo das amostras contendo acetona e diclorometano. Mais uma vez,
parece que as fragdbes foram discriminadas pela basicidade, as fracdes
diclorometano:etanol com o = 0,33 e = 0,17, as fragbes em acetona com o = 0,06 e
B= 0,38 e as fragbes acetona:diclorometano e acetona:diclorometano:etanol com
valores a = 0,24 e f= 0,24 e o = 0,15 e B= 0,22, respectivamente. Tanto para as
fragbes da cultivar Bourbon, quanto IPR 108 as fases moveis acetona e
diclorometano-etanol mostraram o maior agrupamento entre suas fragdes, enquanto
as misturas acetona-diclorometano e acetona-diclorometano-etanol apresentam
maior variagao.

A Figura 13 mostra o grafico dos loadings para as trés primeiras componentes
principais. Na CP1 os “loadings” mais negativos ocorrem no tempo de retengao até
dois minutos, sendo assim, quanto mais negativo na CP1 maior a polaridade dos
metabolitos, na CP2, temos os loadings negativos e positivos antes dos dois
minutos, enquanto a CP3 apresenta o seu loading mais positivo proximo de dois

minutos, implicando em menor polaridade em relacdo aqueles da CP1 e CP2.
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Figura 12 — Grafico dos escores CP1xCP2xCP3 dos cromatogramas obtidos por
CLAE, na fase moével ACN:H,O:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fragbes da cultivar IPR
108.
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Figura 13— Grafico dos loadings dos cromatogramas obtidos por CLAE, na fase
movel ACN:H,0:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fragdes da cultivar IPR 108.
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Embora os cromatogramas tenham mostrado uma separacao entre as fases,
bem como na mesma fase, eles ndo trazem informacdes sobre os metabdlitos na
auséncia de padrdes. Para explorar as diferengas entre os metabdlitos, os espectros
UV-DAD-CLAE foram comparados. Para esta analise foram usados os espectros de
cada pico de dez cromatogramas escolhidos em cada fase eluida em coluna aberta,
totalizando quarenta cromatogramas para cada cultivar.

Para a cultivar Bourbon esta analise resultou em 1124 espectros, distribuidos
em acetona (296), diclorometano:etanol (189), acetona:diclorometano (319), e na
mistura acetona:diclorometano:etanol (320) em 161 comprimentos de onda (190 a
350 nm). As trés primeiras componentes principais explicam 88,4% da variancia total

dos dados, sendo que a primeira explica 66,3%, a segunda 16,0% e a terceira 6,1%.

A Figura 14 mostra o grafico das componentes principais CP2xCP3. Observa-
se na Figura que as amostras eluidas em acetona estdo mais espalhadas na CP2.
Com o auxilio do grafico dos loadings na Figura 15 observa-se que as amostras
localizadas na regido positiva da CP2, tém maior contribuicdo da absorgdo em 200
nm e negativa de interesse estrutural em 211 nm. Na CP3, quanto mais negativo
maior a contribuicdo da absor¢cao em 269 nm, enquanto que na CP3 positiva a maior
contribuicdo € da absorcdo no comprimento de onda de 208 nm. As amostras
eluidas em diclorometano-etanol estdo mais agrupadas numa diagonal da CP2 e
CP3 enquanto que as demais estdo bem espalhadas na Figura. Observam-se na
CP2, dois sinais intensos em 195 nm e 200 nm. Observando as Figuras 14 e 15
parece que os espectros das fragbes acetona-diclorometano, diclorometano-etanol e
a mistura ternaria dentro da elipse, apresentam bandas mais intensas em 208 nm e

211 nm em relag&o as amostras eluidas em acetona.
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Grafico dos escores da CP2xCP3 dos espectros UV-DAD-CLAE dos
cromatogramas obtidos das fragcbes em coluna aberta da cultivar
Bourbon em quatro fase distintas: acetona, acetona-diclorometano,
diclorometano-etanol e acetona-diclorometano-etanol. A elipse
evidencia o agrupamento dos espectros da fase movel
diclorometano:etanol.
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A absor¢ao no ultravioleta longinquo, isto € abaixo de 200 nm esta associado

a presenca

de grupos insaturados ou atomos com pares de elétrons nao

compartilhados. Os hidrocarbonetos saturados que ndo tem estes elementos

estruturais absorvem abaixo de 200 nm [36]. Esta regido nao tem significancia para

estudo estrutural de compostos organicos. No entanto, acima de 200 nm, a

excitagao dos elétrons dos orbitais p e d e os orbitais &, particularmente os sistemas

n conjugados, oferecem espectros de facil medigao e informativos. Ja a transicao

n—o (150-250 nm) refere-se a uma transicdo eletronica de um orbital n nao ligante

para um orbital antiligante o . Esta transicdo acontece com moléculas que contém N,

O e S. Transigdes n—n e n—n sdo as duas transigdes mais importantes para os

espectros UV, porque os picos de absor¢cédo para estas transigbes caem dentro da
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regiao tipica do espectro UV [36]. Espectros com moderada absor¢ao entre 250-290

nm indica a existéncia de benzeno ou anel heterociclico. Isto significa que amostras

com CP3 negativo com absor¢gdo em 269 nm possui um benzeno ou anel

heterociclico.

Figura 15 — Grafico dos loadings dos espectros UV-DAD-CLAE dos cromatogramas
obtidos das fragbes em coluna aberta da cultivar Bourbon em quatro

fases distintas: acetona, acetona-diclorometano, diclorometano-etanol
e acetona-diclorometano-etanol.
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Para explorar as diferencas entre os espectros e comparar com os resultados
da analise de componentes principais, todos os espectros de cada fracdo também
foram analisados e estdo apresentados na Figura 16. Interessante notar que as
fracbes em acetona e a mistura acetona-diclorometano apresentam o mesmo perfil
de espectros, embora a mistura apresente maior numero de espectros com absorgao
em 208 nm. Estes espectros com absorgdo em torno de 265 a 272 tém
caracteristicas de acidos fendlicos de baixo peso molecular. Este resultado parece
consistente com a analise dos cromatogramas, onde o parametro solvatocrémico

que separou as fracbes da acetona foi a basicidade. As amostras eluidas em
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diclorometano-etanol e acetona-diclorometano-etanol apresentaram maior numero
de diferentes espectros que a acetona e acetona:diclorometano, sendo que a
mistura ternaria apresentou maior numero de diferentes perfis de espectros. A fase
movel diclorometano-etanol foi a que separou os espectros com perfil dos alcaloides
(cafeina) e da sacarose [37,38], como pode ser observado no espectro da Figura 17.
Ademais, mesmo apresentando um numero de espectros (189) menor do que a
acetona (296), esta fase mostrou uma maior diversidade de perfis de espectros,

enquanto a fase movel ternaria foi a que apresentou a maior variedade de espectros.

Figura 16 — Conjunto de espectros das fragbes dos cromatogramas obtidos por UV-
DAD-CLAE, das fases mdveis: (a) acetona, (b) acetona-diclorometano,
(c) diclorometano-etanol e (d) acetona-diclorometano-etanol da cultivar
Bourbon. Onde o retédngulo vermelho mostra a area ampliada no canto
superior direito do grafico.
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Figura 17 - Conjunto de perfis de espectros de maior absorvancia dos
cromatogramas, obtidos por UV-DAD-CLAE, das fases moveis: (a)
acetona, (b) acetona-diclorometano, (c) diclorometano-etanol e (d)
acetona-diclorometano-etanol da cultivar Bourbon.
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Para a cultivar IPR 108 esta analise resultou em 1094 espectros, distribuidos
em acetona (214), diclorometano:etanol (368), acetona:diclorometano (256), e na
mistura acetona-diclorometano-etanol (256) em 161 comprimentos de onda (190 a
350 nm). As trés primeiras componentes principais explicam 90,9% da variancia total
dos dados, sendo que a primeira explica 73,1%, a segunda 11,1% e a terceira 6,7%.

A Figura 18 mostra o grafico das componentes principais CP2xCP3 do
conjunto de espectros dos cromatogramas das fragdes das quatro fases moveis da

cultivar IPR 108. Nele é possivel observar um menor espalhamento na CP3 da fase
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movel acetona. Com o auxilio do grafico dos loadings na Figura 19 observa-se que
as amostras localizadas na regido positiva da CP2, tém maior contribuicdo da
absorcao em 200 nm e negativa de interesse estrutural em 211 nm. Na CP3, quanto
mais negativo maior a contribuicdo da absor¢édo em 208 nm, enquanto que na CP3
positiva a maior contribuicdo € no comprimento de onda de 265 nm. Observando as
Figuras 18 e 19 conclui-se que os espectros das fragdes acetona-diclorometano,
diclorometano-etanol e a mistura ternaria apresentam bandas mais intensas em 208

nm em relagao as amostras eluidas em acetona.

Figura 18 — Grafico dos escores CP2xCP3 dos espectros UV-DAD-CLAE dos
cromatogramas obtidos das fragdes em coluna aberta da cultivar IPR
108 em quatro fases distintas: acetona, acetona-diclorometano,
diclorometano-etanol e acetona-diclorometano-etanol.
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Figura 19 - Grafico dos loadings dos espectros UV-DAD-CLAE dos cromatogramas
obtidos das fragdes em coluna aberta da cultivar IPR 108 em quatro
fases distintas: acetona, acetona-diclorometano, diclorometano-etanol e
acetona-diclorometano-etanol.
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Para explorar as diferengas entre os espectros e comparar com os resultados
da analise de componentes principais, todos os espectros de cada fragao estao
apresentados na Figura 20. Interessante notar que as fragbes em acetona e a
mistura acetona-diclorometano, assim como na cultivar Bourbon, apresentam o
mesmo perfil de espectro, embora a mistura apresente um maior numero de
espectros com absorcao em 208 nm. Este resultado parece consistente com a
analise dos cromatogramas, onde o parametro solvatocrémico que separou as
fragcdes da acetona foi a basicidade. As amostras eluidas em acetona-diclorometano-
etanol apresentaram maior numero de diferentes espectros que as outras trés fases
moveis. A fase moével diclorometano-etanol foi a que separou os alcaldides,
principalmente a cafeina e a sacarose, como pode ser observado na Figura 16.

As Tabelas 3 e 4 mostram o resumo dos resultados da analise dos espectros
das duas cultivares. As fases moveis acetona e acetona:diclorometano

apresentaram um maior numero de espectros na cultivar Bourbon, enquanto a fase
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movel diclorometano:etanol mostrou um maior numero de espectros no cultivar IPR
108 e a mistura ternaria revelou o mesmo numero de espectros nas duas cultivares.
Os tipos de perfis de maior absorvancia encontrados nas duas cultivares foi bastante
semelhante, como se observou nas Figuras 17 e 21. Assim como € possivel notar
que a fase movel ternaria foi a que obteve maior numero de perfis distintos nas duas
cultivares, mostrando um melhor fracionamento que as outras fases, ja que se
obteve uma maior diversidade de espectros. Este resultado ja era esperado ja que
esta mistura possui uma maior heterogeneidade de tipos de interagdes que ela pode
realizar com a amostra. Na fase moével acetona, obtivemos perfis de acidos nos
perfis de maior absorvancia. Este resultado ja era esperado devido a alta basicidade
deste solvente.
Figura 20 — Conjunto de espectros das fracbes dos cromatogramas, obtidos por UV-
DAD-CLAE, das fases moveis (a) acetona, (b) acetona-diclorometano,
(c) diclorometano-etanol e (d) acetona-diclorometano-etanol da cultivar

IPR 108. Onde o retédngulo vermelho mostra a area ampliada no canto
superior direito do grafico.
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Figura 21 - Conjunto de perfis de espectros de maior absorvancia dos
cromatogramas obtidos por UV-DAD-CLAE, das fases moveis (a)
acetona, (b) acetona-diclorometano, (c) diclorometano-etanol e (d)
acetona-diclorometano-etanol da cultivar IPR 108.
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Tabela 3 — Resultados obtidos da analise de perfis de espectros da
cultivar Bourbon

Fase moével Numero de Perfis de maior absorvancia
espectros encontrados

ac 296 acidos

ac:di 319 acidos e agucares

dizet 191 cafeina e agucares

ac:diet 256 acidos e agucares
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Tabela 4 — Resultados obtidos da analise de perfis de espectros da
cultivar IPR 108

Fase movel Numero de Perfis de maior absorvancia
espectros encontrados

ac 214 acidos

ac-di 256 acidos e agucares

di-et 368 cafeina e agucares

ac-di-et 256 acidos e agucares

Com o proposito de validar os resultados obtidos pela analise dos espectros,
selecionaram-se duas outras amostras de cultivares de café arabica lapar 59 e IPR
101. Os extratos foram preparados da mesma maneira, extragdes exaustivas com a
mistura diclorometano:etanol (1:1 v/v). Em seguida o extrato foi fracionado em
cromatografia em coluna aberta. As fases moveis selecionadas para o fracionamento
foram: acetona-diclorometano (58:42 v/v) para o lapar 59 e a mistura ternaria
acetona-diclorometano-etanol (32:36:32 v/v/v) para o IPR 101. A analise em CLAE
foi novamente realizada na fase movel otimizada ACN:H,0:MeOH (26:51:23 v/viv).

A Figura 22 mostra que os espectros obtidos da cultivar lapar 59 na fase
movel acetona-diclorometano apresentaram resultados semelhantes aqueles obtidos
das cultivares Bourbon e IPR 108, espectros com absorcdo entre 265 e 272 nm,
perfil caracteristico de acidos fendlicos de baixo peso molecular e espectros com
absorvancia em 200 nm. Este ultimo pode ser atribuido a sacarose, com um valor de
absorvancia menor do que os encontrados nas outras cultivares.

Na Figura 23 encontram-se os espectros obtidos da cultivar IPR 101 na
mistura ternaria acetona-diclorometano-etanol. Eles apresentaram resultados
analogos aqueles obtidos das cultivares Bourbon e IPR 108, com espectros com
maximo em 201, 205 e 268 nm. Estes resultados mostram que os perfis de

espectros de diferentes cultivares de café arabica, obtidos pelo fracionamento
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cromatografico na mesma fase moével ndo apresentam muita variagdo, apenas

alteram seus valores de absorvancia.

Figura 22 — Conjunto de espectros das fragbes dos cromatogramas obtidos por UV-
DAD-CLAE, da fase movel acetona-diclorometano da cultivar lapar 59.
Onde o retangulo vermelho mostra a area ampliada no canto superior
direito do grafico.
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Figura 23 — Conjunto de espectros das fragbes dos cromatogramas obtidos por UV-
DAD-CLAE, da mistura ternaria acetona:diclorometano:etanol (32:36:32
v/vlv) da cultivar IPR 101. Onde o retangulo vermelho mostra a area
ampliada no canto superior direito do grafico
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Para comparar os efeitos dos solventes em um extrato ndo fracionado,
preparou-se uma amostra utilizando a mesma metodologia (extracdo exaustiva na
fase extratora diclorometano-etanol (1:1 v/v), sem o fracionamento, indo direto para
a analise em CLAE na fase otimizada ACN:H,0:MeOH (26:51:23 v/v/v).

A Figura 24 mostra o grafico dos escores das componentes principais
CP1xCP2 com variancia acumulada de 38,1% dos quarenta cromatogramas das
fracdbes do extrato da cultivar Bourbon nas quatro fases moveis utilizadas na
cromatografia em coluna aberta e uma amostra nao fracionada. Observa-se na
Figura que o extrato n&o fracionado esta localizado préximo das fragbes da fase
movel diclorometano-etanol, mostrando que o cromatograma do extrato nao
fracionado é similar aos extratos fracionados no mesmo solvente extrator.

A Figura 25 apresenta o grafico dos escores das componentes principais
CP2xCP3 com varidncia acumulada de 22% dos quarenta cromatogramas das
fracdbes do extrato da cultivar IPR 108 nas quatro fases moveis utilizadas na
cromatografia em coluna aberta e uma amostra nao fracionada. Observa-se na
Figura que o extrato nao fracionado, assim como na Figura 24, esta localizado
proximo das fracbes da fase movel diclorometano-etanol, mostrando, novamente,
que o cromatograma da amostra ndo fracionada é similar aos extratos fracionados

no mesmo solvente extrator.
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Figura 24 - Grafico dos escores CP1xCP2 dos cromatogramas obtidos por CLAE,
na fase movel ACN:H,O:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fracbes e uma
amostra ndo fracionada da cultivar Bourbon.
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Figura 25 — Grafico de escores CP2xCP3 dos cromatogramas obtidos por CLAE, na
fase movel ACN:H,O:MeOH (26:51:23 v/v/v), das fracbes e uma
amostra ndo fracionada da cultivar IPR 108.
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Com o objetivo de comparar os cromatogramas das duas cultivares Bourbon
e IPR 108 em cada fase, construiu-se uma matriz de 20x960 (10
cromatogramas/amostras de cada cultivar por 960 variaveis/absorvancias nos
diferentes tempos de retencgéo), a qual foi utilizada para ACP e AH.

As Figuras 26, 27, 28 e 29 apresentam os dendogramas das analises
hierarquicas dos cromatogramas das fragées das cultivares IPR 108 e Bourbon das
quatro fases méveis do fracionamento cromatografico.

O dendrograma da Figura 26, das fracbes na fase movel acetona, mostra dois
grupos na distancia de ligagao préxima de 380, um contendo os extratos da cultivar
Bourbon e outro da cultivar IPR 108. Quatro fragdes, uma do IPR 108 e trés do
Bourbon, ficaram fora destes grupos.

A Figura 27 mostra o dendrograma dos cromatogramas das fragdes na fase
movel acetona-diclorometano. Analisando a Figura, observa-se menor similaridade
nos cromatogramas em relagdo a fase movel acetona, uma vez que nao ocorreu
formagao de grandes grupos.

O dendrograma da Figura 28, das fragdes na fase movel diclorometano-
etanol, mostra a formagao de dois grandes grupos na distancia de ligagao acima de
600, um grupo das fragdes do Bourbon e outro da cultivar IPR 108. Na distancia de
ligacao de 400 as amostras da cultivar Bourbon estdo distribuidas em dois grupos e
uma amostra sozinha, enquanto que para a cultivar IPR 108, as fracbes estao
distribuidas em trés grupos.

A Figura 29 mostra o dendrograma das fragbes na mistura ternaria acetona-
diclorometano-etanol. Observa-se que n&do houve formagao de dois grandes grupos
da mesma cultivar nas fragdes da acetona. Esta fracao parece ter mais diversidade

de cromatogramas, implicando em maior diversidade de metabdlitos.
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Figura 26 — Dendrograma dos cromatogramas obtidos por CLAE das fragcbes das
duas cultivares (IPR 108 e Bourbon) na fase movel acetona.
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As Figuras 30, 32, 34 e 36 mostram o grafico de escores dos cromatogramas
das fragdes das duas cultivares, enquanto as Figuras 31, 33, 35 e 37 apresentam os
loadings dos mesmos, todos nas suas respectivas fases moveis.

Figura 27 — Dendrograma dos cromatogramas obtidos por CLAE das fragdes das

duas cultivares (IPR 108 e Bourbon) na fase modvel acetona-
diclorometano.
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duas cultivares (IPR 108 e Bourbon), na fase movel diclorometano-

etanol.

Figura 28 — Dendrograma dos cromatogramas obtidos por CLAE das fragcbes das
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A Figura 30 mostra o grafico dos escores da CP1xCP2 dos cromatogramas
das fragdes em acetona que contém 60% de variancia. Além disso, ela destaca os
diferentes perfis de espectros encontrados em algumas fragbes. Esta figura mostra
que as fragcdes dos extratos da cultivar Bourbon s&o discriminadas das fracbes da
cultivar IPR 108 na CP2. As fragdes da cultivar IPR 108 estdo mais agrupadas na
CP1, salvo por uma fracdo que fica mais deslocada para direita na CP1, esta
apresenta um espectro com um perfil com maximo em 205 nm que a discrimina das
outras fragdes. As fracdes da cultivar Bourbon ficam mais espalhadas na CP1, onde
as fragdes mais a direita da CP1 apresentam um espectro com um pico em 205 nm
que as discrimina das fragdbes mais a esquerda da CP1. Estes resultados sao
consistentes com aqueles da analise hierarquica (Figura 26).

Figura 30 — Grafico dos escores (CP1xCP2) com os cromatogramas das fragbes

das duas cultivares, na fase moével acetona. Em destaque os perfis de
espectros encontrados em determinadas fragdes indicadas por setas.
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Observando o grafico dos loadings da Figura 31, as amostras localizadas na
regido negativa da CP2 sao discriminadas por metabdlitos com tempos de retengao

de 2,5 e 3,5 minutos.

Figura 31 — Gréfico dos Loadings da CP1 e CP2 dos cromatogramas das fragdes
das duas cultivares na fase mével acetona.
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A Figura 32 mostra o grafico dos escores da CP1xCP2 dos cromatogramas
das fragcbes em acetona-diclorometano que contém 36% de variancia acumulada.
Nesta fase movel os cromatogramas sdo menos similares que aqueles em acetona.
A CP1 separa a maioria das amostras do Bourbon com loadings maiores que -0,2;
enquanto que as amostras do IPR 108 s&o discriminadas por apresentar os loadings
menores que -0,2. Trés amostras da cultivar Bourbon ficaram isoladas na regiao
negativa das CP1 e CP2 e apresentam um espectro com uma absorvancia em 205
nm ndo presente nas outras fragées desta cultivar. A cultivar IPR 108 apresentou um
maior espalhamento nas suas fracbes e mostrou trés tipos de perfis nos seus
espectros. Estes resultados sdo consistentes com os da analise hierarquica (Figura

27) Observando o grafico dos loadings da Figura 33, as amostras localizadas na
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regido negativa da CP1 sao discriminadas por metabdlitos com tempos de retengao

de 0,7;:1,4; 2,4; 2,5; e 4,2 minutos.

Figura 32 — Gréfico dos escores (CP1xCP2) com os cromatogramas das fragbes
das duas cultivares, na fase mével acetona-diclorometano.
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Figura 33 — Grafico dos Loadings da CP1 e CP2 dos cromatogramas das fragbes
das duas cultivares na fase mével acetona-diclorometano.
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A Figura 34 mostra o grafico dos escores da CP1xCP2 dos cromatogramas
das fragdes em diclorometano-etanol que contém 68% de varidancia acumulada.
Nesta fase moével os cromatogramas sao menos similares que aqueles em acetona.
A CP1 separa as amostras do Bourbon com loadings maiores que 0,4; enquanto que
as amostras do IPR 108 sao discriminadas por apresentar os loadings menores que
0,4. Uma fracdo da cultivar Bourbon ficou mais separada das outras, mais a
esquerda da CP1, e apresentou em seu espectro um perfil diferente, semelhante a
sacarose, com absorvancia em 205 nm [37]. A cultivar IPR 108 ndo apresentou
espectros com perfis diferentes entre suas fragdes e obteve um espalhamento maior
na CP2 que o Bourbon. Estes resultados sao consistentes com os da analise
hierarquica (Figura 28). Observando o grafico dos loadings da Figura 35, as
amostras localizadas na regido negativa da CP1 sao discriminadas por metabdlitos
com tempos de retencao de 0,6; 1,2 e 1,8 minutos.

A Figura 36 mostra o grafico dos escores da CP1xCP2 dos cromatogramas
das fracbes em acetona-diclorometano-etanol que contém 41,8% de variancia
acumulada. Nesta fase moével os cromatogramas das duas cultivares tiveram um
maior espalhamento. A CP1 separa a maioria das amostras do Bourbon com
loadings menores que -0,2; enquanto que as amostras do IPR 108 sao
discriminadas por apresentar os loadings maiores que -0,2. As duas cultivares
parecem ter se separado em trés grupos e mostram trés variagbes de espectros.
Estes resultados sao consistentes com os da analise hierarquica (Figura 28).
Observando o gréfico dos loadings da Figura 37, as amostras localizadas na regiao
negativa da CP1 sdo discriminadas por metabdlitos com tempos de retencéo de 2,9

e 5,0 minutos.



Figura 34 — Grafico dos escores (CP1xCP2) com os cromatogramas das fragbes
das duas cultivares, na fase mével diclorometano-etanol.
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Figura 36 — Grafico dos escores (CP1xCP2) com os cromatogramas das fragcoes
das duas cultivares, na fase mével acetona-diclorometano-etanol.
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A Figura 38 mostra o grafico de escores CP1xCP2, com os cromatogramas de
todas as fases moveis das duas cultivares, que contém 31,5% de variancia
acumulada. Diferente das analises das fases modveis isoladas aqui a discriminagao
das duas cultivares ndo ficou evidente, mostrando que a similaridade entre as
cultivares € maior do que entre as fases moéveis. As fragbes da cultivar Bourbon
tiveram um maior espalhamento nas duas componentes principais (CP1 e CP2). As
duas fases de maior espalhamento na cultivar Bourbon, acetona-diclorometano e a
mistura ternaria, se concentraram na regido negativa da CP1 discriminando-se das
outras fracoes. A fase moébvel de menor espalhamento na cultivar Bourbon,
diclorometano-etanol, ficou agrupada na parte mais positiva da CP1, bem préxima
das fragdes da fase movel de menor espalhamento da cultivar IPR 108, a acetona. O
restante das fracbes de ambas as cultivares ficou distribuido na regido central da
CP1.

Figura 38 — Grafico dos escores (CP1xCP2) com os cromatogramas das duas
cultivares nas quatro fases moveis.
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Observando o grafico dos loadings da Figura 39, as amostras localizadas na

regiao positiva da CP1 sao discriminadas por metabdlitos com tempos de retengéo

de 0,6; 1,2; 1,6 e 1,8 minutos.
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Figura 39 — Grafico dos Loadings da CP1 e CP2 dos cromatogramas das duas
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4 CONCLUSAO

Com a \utilizaggo dos métodos quimiométricos associados aos
cromatogramas, foi possivel discriminar um mesmo extrato submetido ao
fracionamento em coluna aberta usando quatro fases moveis diferentes, mas com a
mesma polaridade. O efeito dos solventes ficou mais evidente na analise da cultivar
IPR 108, demonstrando a importancia dos parametros solvatocrémicos na escolha
da fase movel. Outro aspecto também observado foi a diferenca de variacido entre as
fragcdes dentro de cada fase movel. As fases méveis acetona-diclorometano-etanol e
acetona-diclorometano apresentaram uma maior variagdo em ambas as cultivares
enquanto o solvente acetona e a mistura diclorometano-etanol mostraram pouca
variagao nos cromatogramas das duas cultivares. Este resultado mostra que as
misturas de acetona-diclorometano-etanol e acetona-diclorometano foram mais
eficientes no fracionamento, uma vez que forneceram uma maior diversidade de
cromatogramas.

A analise dos espectros UV-DAD-CLAE mostrou que nas diferentes fases
moveis foram obtidos diferentes perfis de espectros, enquanto que as fases iguais
em diferentes cultivares forneceram espectros similares. A mistura ternaria
apresentou uma maior variagdo de perfis de espectros, enquanto a fase movel
acetona mostrou pouca variabilidade nas duas cultivares, confirmando assim a
vantagem de se utilizar uma fase ternaria em relagéo a solventes puros.

Outra analise realizada foi a adigdo do cromatograma de uma amostra nao
fracionada aos cromatogramas das fases méveis fracionadas. O resultado obtido

mostrou que a amostra nao fracionada ficou posicionada no grafico dos escores (em
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ambas as cultivares), dentro da regido da fase moével diclorometano-etanol, o
solvente em que ela foi extraida.

A comparagao entre os cromatogramas das duas cultivares mostrou através
da analise hierarquica que a cultivar Bourbon apresentou maior variabilidade em
seus cromatogramas e a analise de componentes principais evidenciou uma
discriminacao das duas cultivares nas quatro fases méveis. Mostrou também que a
diferenga entre os cromatogramas das cultivares € menor do que a diferenga entre
dos cromatogramas nas diferentes fases méveis.

Conclusdo geral: Os resultados mostraram que as caracteristicas dos
solventes (a, B e 1) foram importantes na separacao dos diferentes metabdlitos nas

duas cultivares.
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