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RESUMO 
 
 
A cafeicultura é uma atividade agrícola dependente de fatores climáticos. Como o metabolismo 
das plantas é regulado em resposta à fatores ambientais, a elevação dos níveis de dióxido de 
carbono na atmosfera associada aos diversos estresses abióticos pode influenciar e 
consequentemente alterar o seu metaboloma. Grãos de cafeeiros cultivados no experimento de 
enriquecimento de dióxido de carbono ao ar livre sob dois níveis de CO2, atual ou elevado, 
associados com irrigação ou cultivados em condições de água de campo (sem irrigação) foram 
explorados utilizando impressões digitais ecometabolômicas de UV, NIR, RMN de 1H, SWV 
e FT-IR. Os extratos foram obtidos a partir de um planejamento estatístico de misturas 
composto por etanol, diclorometano, hexano e éter etílico. A técnica NIRS mostrou que etanol 
puro e a mistura binária envolvendo etanol e diclorometano foram os solventes que permitiram 
a discriminação dos extratos de grãos de café oriundos das diferentes perturbações ambientais. 
Similarmente, os resultados das impressões digitais UV obtidos a partir de etanol puro e da 
mistura binária etanol-diclorometano mostraram as maiores discriminações metabólicas entre 
os níveis de CO2. A biossíntese dos principais metabólitos como ácidos clorogênicos, cafestol, 
caveol e cafeína foi alterada devido às condições ambientais. Maiores quantidades de ácidos 
clorogênicos e caveol foram observadas em grãos de plantas irrigadas cultivadas com CO2 
elevado e irrigadas no nível atual de CO2. A partir do ASCA, o fator CO2 mostrou efeito 
significativo na mudança do perfil de RMN de 1H das impressões digitais. O fator considerando 
a disponibilidade de água no solo e a interação (CO2 × água) não foram significativos. As 
impressões digitais de RMN de 1H com análise por ACP, ASCA e PLS-DA determinaram 
perfis espectrais para ácidos graxos, cafeína, trigonelina e de glicose com aumentos em grãos 
de CO2 atual, enquanto ácido quínico/ácidos clorogênicos, ácido málico e caveol/cafestol 
aumentaram em grãos de café sob elevado CO2. Multi-blocos foram formados usando dados 
de UV, NIRS, RMN de 1H, SWV e FT-IR. ComDim possibilitou investigar todas essas 
diferentes impressões digitais de acordo com o solvente extrator e em virtude do aumento de 
CO2 atmosférico. Etanol e etanol-diclorometano apresentaram as melhores separações entre as 
impressões digitais devido ao CO2 atmosférico na análise multibloco. As maiores saliências 
para a separação entre os grãos cultivados em atmosfera elevada de CO2 foram para o RMN de 
1H e SWV anódico, que indicou quercetina e ácido clorogênico como compostos importantes 
em grãos de café cultivados sob CO2 atual e elevado, respectivamente. Os resultados indicam 
que a discriminação depende das propriedades intrínsecas da matriz orgânica e do tipo de 
solvente utilizado, neste caso etanol e etanol-diclorometano foram responsáveis por indicar as 
mudanças químicas nos grãos de C. arabica sob mudança climática.  
 
Palavras-chave: mudanças climática; metabolômica; planejamento estatístico de misturas; 

quimiometria; metabólitos. 
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ABSTRACT 
 
 
Coffee production is an agricultural activity dependent on climatic factors. The metabolism of 
plants is regulated in response to environmental factors. The increase in carbon dioxide levels 
in the atmosphere associated with different abiotic stresses can influence and consequently alter 
its metabolome. Coffee plants were cultivated in Free-Air Carbon dioxide Enrichment (FACE) 
experiment under two CO2 levels, current or elevated, supplied with irrigation or cultivated 
under rainfed conditions (unirrigated) were explored using ecometabolomic fingerprints of UV, 
NIR, 1H NMR, SWV, and FT-IR. The extracts were obtained from a statistical mixture design 
composed of ethanol, dichloromethane, hexane and ethyl ether. The NIRS technique showed 
that pure ethanol and the mixture involving ethanol, and dichloromethane (1:1 v/v) were the 
solvents permitting the coffee beans discrimination from different environmental disturbances. 
Similarly, UV fingerprint results obtained from pure ethanol and binary ethanol-
dichloromethane mixtures showed the largest metabolic discriminations between CO2 levels. 
The biosynthesis of major metabolites, chlorogenic acids, cafestol, kahweol and caffeine were 
altered owing to environmental conditions. Higher amounts of chlorogenic acids and kahweol 
were observed in beans from unirrigated plants grown with enriched CO2 and irrigated ones at 
the current CO2 level. From the ASCA, the CO2 factor had a significant effect on changing the 
1H NMR profile of fingerprints. The soil-water factor and interaction (CO2 × soil-water) were 
not significant. 1H NMR fingerprints with PCA, ASCA, and PLS-DA analysis determined 
spectral profiles for fatty acids, caffeine, trigonelline and glucose increases in beans from 
current CO2, while quinic acid/chlorogenic acids, malic acid and kahweol/cafestol increased in 
coffee beans from elevated CO2. Multi-blocks were formed using UV, NIRS, 1H NMR, SWV, 
and FT-IR data. ComDim investigated all these different fingerprints according to the extractor 
solvent and in virtue of atmospheric CO2 increase. Ethanol and ethanol-dichloromethane 
showed the best separations due to CO2 environment in multi-block data. The greatest saliences 
for the separation between beans grown in elevated CO2 were found for 1H NMR and anodic 
SWV. SWV indicated quercetin and chlorogenic acid as important compounds in coffee beans 
cultivated under current and elevated CO2, respectively. Results indicate that discrimination 
depends on the intrinsic properties of the organic matrix and the type of solvent used. In this 
study ethanol and ethanol-dichloromethane were responsible for indicating the chemical 
changes in C. arabica beans under climate change.  
 
Key words: climate changes; metabolomics; mixture design; chemometrics; metabolites. 
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APRESENTAÇÃO 

 
Esta tese de doutorado é composta por uma introdução geral que dará suporte para a 

ideia central da tese composta de quatro capítulos que discutem os principais resultados. O 

primeiro capítulo aborda uma alternativa analítica para discriminação de grãos de Coffea 

arabica em sistemas controlados de cultivo para verificação de mudanças metabólicas 

utilizando planejamento estatístico de misturas, espectroscopia na região do infravermelho 

próximo e análise multivariada. Os resultados desse capítulo estão publicados na revista 

“Microchemical Journal”.  

O capítulo 2 envolve o uso de multi-impressões digitais a partir do planejamento 

estatístico de misturas para determinar os metabólitos majoritários que sofrem modificações em 

grãos crus de café em virtude da perturbação do meio – CO2 e água – utilizando espectroscopia 

na região ultravioleta e análise de componentes principais. Os resultados desse capítulo estão 

publicados na revista “Talanta”.  

O capítulo 3 aborda a busca da impressão digital dos grãos sob mudanças climáticas e 

as alterações metabólicas utilizando espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio aliado aos métodos quimiométricos. Os resultados desse capítulo estão publicados 

na revista “Science of the Total Environment”. 

O capítulo 4 aborda o uso do método ComDim com multitabelas compostas por 

impressões digitais obtidas pelo planejamento estatístico de misturas e diferentes métodos 

instrumentais, visando a busca da discriminação ecometabólica de grãos de Coffea arabica sob 

CO2 elevado e baixa disponibilidade hídrica. Os resultados desse capítulo estão publicados na 

revista “Food Chemistry”. 

Os capítulos estão nas normas da revista ao qual foram publicados (modelo 

escandinavo). 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 
A emissão de dióxido de carbono e outros gases de efeito estufa tem agravado nas 

últimas décadas o aquecimento global (Rehman et al., 2021). As mudanças globais ocasionadas 

por essas alterações são vistas como um desafio ao longo do futuro, seja através das 

consequências aos sistemas que mantém a vida em funcionamento, como agricultura, qualidade 

de vida, acesso aos recursos naturais, entre outros, como também o desenvolvimento de meios 

sustentáveis para a manutenção econômica dos países industrializados (Zhang et al., 2021). 

Inúmeros modelos matemáticos preditivos que consideram dados de alterações climáticas ao 

longo dos anos passados, têm alertado que o setor agronômico já sofre e sofrerá impactos diretos 

(Ceballos-Sierra & Dall’Erba, 2021; Chemura et al., 2016; Ovalle-Rivera et al., 2015). Não 

necessariamente são apontados somente resultados negativos, essas mudanças também podem 

ocasionar aumento de produtividade de algumas cultivares (Zhang et al., 2019, 2021). Alguns 

impactos drásticos das alterações climáticas envolvem desde as mudanças das localizações 

geográficas das plantações em nível mundial, bem como alterações químicas destes sistemas 

biológicos (Bunn et al., 2015; Ovalle-Rivera et al., 2015). As modificações químicas podem 

beneficiar os produtos com aumento da qualidade metabólica (por exemplo, aumento da 

bioatividade), mas podem também diminuir conteúdos nutricionais, alterar propriedades 

sensoriais e inviabilizar setores econômicos nacionais importantes. 

No mundo, estudos de predição que analisam as alterações nos padrões naturais de 

temperatura, precipitação, concentração de dióxido de carbono e outros fatores ambientais, 

indicam que o cultivo e produção de cafés será afetado até o final do século (Bunn et al., 2015; 

Ovalle-Rivera et al., 2015). Porém, modelos preditivos considerando alterações no meio 

ambiente são apenas hipóteses, visto que a interação dos diversos ecossistemas coordena todas 

as respostas – e essa interação global da biosfera é de difícil elucidação (Gomes et al., 2020). 

Dessa forma, estudos reais que considerem essas alterações simultaneamente são necessários 
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para estabelecer o conhecimento acerca da produção, qualidade e sobrevivência da cultivar 

(Ainsworth & Long, 2004). Em virtude da importância econômica, o café é uma das matrizes 

mais exploradas cientificamente no Brasil e não poderia deixar de ser protagonista em estudos 

que envolvam as alterações climáticas (Gomes et al., 2020; Marcheafave et al., 2019; Tormena 

et al., 2019; Tormena et al., 2019). A Embrapa Jaguariúna implantou um experimento FACE 

(do inglês, Free-air Carbon Dioxide Enrichment) em cultivares de café com o objetivo de 

avaliar o maior número de aspectos inerentes ao cafeeiro, como produtividade, aspectos 

fitossanitários, funcionalização da planta, alterações químicas de folhas e grãos, entre outros, 

frente as alterações de dióxido de carbono e disponibilidade hídrica de água (Martins et al., 

2014; Rakocevic et al., 2018; Rakocevic & Matsunaga, 2018; Tormena et al., 2019). 

Especificamente a matriz química dos grãos, apesar de extensamente explorada por 

métodos clássicos de análise, em estudos de metabolômica resultam em conjuntos de dados 

complexos, tanto em virtude dos diferentes compostos químicos presentes quanto pela 

similaridade estrutural entre algumas classes químicas, que pode levar a conclusões 

equivocadas (Bosco et al., 1999; Wei et al., 2010). Os principais compostos estudados nos grãos 

de café verde são: ácidos clorogênicos, cafestol, caveol, trigonelina e cafeína (Fig. 1) (Dias et 

al., 2013; Moreira et al., 2014). Outros compostos como açúcares e lipídios também são ditos 

como importantes nos atributos sensoriais da bebida (Farah et al., 2006). A análise simultânea 

do conjunto de espécies químicas do café traz desafios a ensaios metabolômicos, como a 

impressão digital, em virtude do processo extrativo, detecção e tratamento estatísticos 

complexo dos dados (Pauli, Bruns, et al., 2016; Pauli, Scarminio, et al., 2016; Tormena et al., 

2020). 
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Fig. 1. Estrutura química dos principais metabólitos estudados no café: ácido clorogênico (ácido 
5-cafeoilquínico), cafeína, cafestol, caveol e trigonelina. 
 

A impressão digital objetiva um perfil químico robusto do material estudado (Silva et 

al., 2021), dessa forma, uma extração metabólica global ou altamente representativa do 

conjunto químico é a etapa limitante do procedimento experimental (Moreira & Scarminio, 

2013). Para suprir essa demanda analítica, estratégias multivariadas têm sido aplicadas nos 

últimos anos em preparo de amostras vegetais, como alimentos e produtos naturais em geral 

(Marcheafave et al., 2019). O planejamento estatístico de misturas é a principal ferramenta 

aplicada nos processos de extração multivariada. Através de um delineamento experimental 
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entre os diferentes solventes, é possível investigar o processo extrativo dos extratores puros, 

combinações binárias, ternárias, quaternárias, quinárias, assim sucessivamente de acordo com 

o número de componentes utilizados no delineamento (Azcarate et al., 2020; Balieiro et al., 

2020). Nesse processo é possível avaliar os efeitos e interações dos compostos extraídos nos 

diferentes sistemas e ainda maximizar o número de compostos extraídos em virtude da variação 

dos parâmetros físico-químicos dos solventes (Soares et al., 2007). Por fim, uma série de 

técnicas espectroscópicas ou cromatográficas podem capturar o instante metabólico do sistema 

vegetal em análise. 

A metabolômica consolidou nos últimos tempos técnicas cromatográficas hifenadas à 

espectrometria de massas e a ressonância magnética nuclear (RMN) como ferramentas 

promissoras nas análises alvo, não alvo e de impressão digital (Jan & Ahmad, 2019). Realmente 

tais técnicas são poderosas na obtenção de perfis químicos, porém são onerosas e demandam, 

principalmente, mão de obra altamente qualificada para as análises. Dessa forma, técnicas 

alternativas devem ser exploradas, desenvolvidas e aplicadas em casos reais com o objetivo de 

minimizar a necessidade de equipamentos altamente sofisticadas (Alves & Valderrama, 2015; 

Salamanca-Neto et al., 2020). 

Considerando as lacunas científicas no conhecimento apontadas até então, o objetivo 

geral desta tese é investigar através de ferramentas multivariadas a mudança química por 

impressão digital ecometabolômica em grãos crus de café sob aumento de dióxido de carbono 

atmosférico e disponibilidade hídrica. 

Para atingir o objetivo geral citado acima, lançou-se mão dos seguintes objetivos 

específicos: 

• Utilizar a espectroscopia na região do infravermelho próximo (NIRS) de baixo 

custo para uma compreensão preliminar da mudança química nos grãos de café em virtude das 

alterações de concentração de dióxido de carbono atmosférico e disponibilidade hídrica; 
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• Explorar a discriminação por análise de componentes principais (ACP) de 

impressões digitais obtidas por planejamento estatístico de misturas com a espectroscopia NIR 

em virtude das alterações de concentração de dióxido de carbono atmosférico e disponibilidade 

hídrica; 

• Avaliar a discriminação das multi-impressões digitais na região ultravioleta por 

ACP em virtude das alterações de concentração de dióxido de carbono atmosférico e 

disponibilidade hídrica; 

• Determinar a existência de efeitos e interações em virtude das alterações de 

concentração de dióxido de carbono atmosférico e disponibilidade hídrica no metaboloma de 

grãos de café por análise de variância (ANOVA) - análise de componente simultânea (ASCA) 

em impressões digitais RMN; 

• Classificar por análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA) 

os grãos de café por meio da impressão digital RMN em virtude do efeito principal da alteração 

de concentração de dióxido de carbono atmosférico; 

• Utilizar a configuração planejamento fatorial-planejamento de misturas- análise 

de dados multitabelas (ComDim) para a investigação simultânea das variações dos sistemas de 

extração, aquisição de sinais dos sistemas metabólicos extraídos (UV, NIR, RMN de 1H, SWV 

e FT-IR), bem como a exploração em múltiplos blocos do conjunto de dados ecometabólicos 

das mudanças químicas no café durante o experimento FACE; 

• Aplicar o método supervisionado de k-vizinhos mais próximos (k-NN) para 

confirmar os resultados do ComDim, com classificação dos grãos de café cultivados em 

diferentes condições ambientais.
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“Efeito dos níveis de água e concentração de CO2 sobre o metabolismo de 

grãos de Coffea arabica a partir do planejamento de misturas e impressões 

digitais espectroscópicas no infravermelho próximo” 
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RESUMO 

A cafeicultura é um setor importante da economia e, como qualquer outra cultura, é uma 
atividade agrícola dependente de fatores climáticos. Como o metabolismo das plantas é 
regulado em resposta à fatores ambientais, a elevação dos níveis de dióxido de carbono na 
atmosfera associada aos diversos estresses abióticos podem influenciar e consequentemente 
alterar o seu metaboloma. Portanto, o desenvolvimento de metodologias que possam indicar 
essas mudanças se torna importante para a tomada de decisões sobre o futuro da cultura cafeeira. 
O presente estudo propõe uma análise exploratória das alterações metabólicas dos grãos de 
Coffea arabica por meio das impressões digitais espectrais adquiridas pela Espectroscopia no 
Infravermelho Próximo (Near-infrared spectroscopy-NIRS) combinada com a Análise de 
Componentes Principais (ACP). Os cafeeiros foram cultivados no experimento de 
Enriquecimento de Dióxido de Carbono ao Ar Livre (Free-Air Carbon dioxide Enrichment -
FACE) sob dois níveis de CO2, atual ou elevado, associados com irrigação ou cultivados em 
condições de água de campo (sem irrigação). Quando as medições foram feitas diretamente nos 
grãos no modo de reflectância, os resultados das impressões digitais do espectro NIR não 
discriminaram os grãos de café originários das diferentes condições de cultivo. Uma 
metodologia alternativa foi proposta utilizando impressões digitais espectrais NIR no modo de 
transmitância, obtidas a partir das soluções extrativas do planejamento estatístico de misturas. 
Entre etanol, diclorometano, hexano, éter etílico e suas combinações, a ACP mostrou que etanol 
puro e a mistura binária envolvendo etanol e diclorometano foram os solventes que permitiram 
a discriminação dos extratos de grãos de café. Um número maior de amostras confirmou a 
discriminação entre os diferentes níveis de CO2 e as condições de irrigação desses grãos. 
Bandas em diferentes regiões foram responsáveis por essas discriminações e foram diferentes 
para os extratos de etanol e a mistura etanol-diclorometano. Os resultados indicam que a 
discriminação depende das propriedades intrínsecas da matriz orgânica e do tipo de solvente 
utilizado. Além disso, na impossibilidade de uma análise exploratória dos espectros NIR 
adquiridos diretamente no material vegetal, o delineamento experimental, para obter extratos 
utilizando diferentes solventes, associados à obtenção das impressões digitais espectrais na 
região NIR no modo de transmitância, mostrou uma alternativa para esses estudos. 
 
Palavras-chave: grão cru; dióxido de carbono; irrigação; planejamento estatístico de mistura; 
NIR; transmitância. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
As plantas assimilam dióxido de carbono (CO2) da atmosfera através de um complexo 

processo fotossintético [1]. Esse processo essencial da vida na Terra depende fortemente das 

condições de luz, temperatura e concentrações de CO2. O influxo de CO2 atmosférico nos 

cloroplastos é um importante passo limitante para a atividade fotossintética das folhas, sob 

condições ótimas, assim como em condições sob estresse ambiental. A resposta da fotossíntese 

ao estresse hídrico é principalmente mediada pelo fechamento estomático [2]. As etapas de 

difusão de CO2 da folha para os sítios de carboxilação no estroma do cloroplasto também 

apresentam resistência ao CO2 [3]. No café Arábica (Coffea arabica L.), resistências 

significativas no mesofilo foliar, além do estomático, são o motivo da baixa taxa de fotossíntese 

dessa espécie em comparação com muitas outras, mesmo sob CO2 elevado [4]. 

O aumento do CO2 atmosférico é consequência de práticas industriais e agrícolas 

intensivas [5]. Associado a outras causas, é considerado um dos motivos que causam o 

aquecimento global [6]. Mudanças climáticas são um risco para a disponibilidade de alimentos 

no futuro [7,8]. Para estimar os efeitos da elevação da concentração atmosférica de CO2 nas 

plantas da maneira mais natural, foram desenvolvidos dispositivos de Enriquecimento de 

Dióxido de Carbono ao Ar Livre (FACE, do inglês, Free-Air Carbon dioxide Enrichment). No 

experimento FACE, CO2 puro é injetado no ar em um espaço confinado por anéis contendo as 

espécies de plantas ou ecossistema de interesse, permitindo respostas precisas das plantas 

projetadas ao longo do tempo e durante as etapas diárias, permitindo a avaliação da 

produtividade das principais espécies de culturas [9]. 

Devido ao interesse econômico mundial no café Arábica, o primeiro experimento FACE 

a estudar essa cultura foi situado em Jaguariúna, Brasil [10]. O cafeeiro adulto apresentou maior 

fotossíntese foliar sob elevado CO2 em comparação com o nível atual [11]. A condutância 

estomática e a eficiência no uso da água foram maiores sob elevado CO2 em alguns estágios 
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observados de floração, expansão de baga e amadurecimento. O CO2 elevado foi responsável 

pelo maior teor de água em todo o perfil do solo após anos de experimento. Os efeitos 

compensatórios do CO2 elevado pela baixa disponibilidade de água foram observados pela 

retenção e expansão foliar do cafeeiro [12]. Nos três primeiros anos de produção sob elevado 

CO2, o rendimento de grãos aumentou em comparação com os cafeeiros sob CO2 atual [13], 

mas esse aumento não ocorreu no quarto ano de produção. O contéudo lipídico dos grãos verdes 

decresceu em elevado CO2, sem modificações na qualidade da bebida [14]. O CO2 elevado 

mitigou os efeitos de secas anômalas e temperaturas elevadas, reduzindo a proporção de 

estruturas reprodutivas anormais. No entanto, poucos aspectos químicos foram estudados em 

relação às alterações metabólicas nas folhas e grãos e as conseqüências metabólicas sobre a 

planta e a qualidade da bebida [15]. Após 5 anos do experimento FACE, as principais 

modificações metabólicas das folhas causadas pelo aumento do CO2 foram alterações no 

contéudo de cafeína e ácidos fenólicos [16]. Estudos de simulação em cenários hipotéticos de 

mudança climática, consideraram a elevação da concentração de CO2 durante os últimos 4 

meses antes do amadurecimento dos grãos e mostraram a atenuação de alguns impactos 

negativos promovidos pelo calor nos grãos de café, tais como no teor de ácidos clorogênicos, 

mantendo as características químicas do grão mais próximas daquelas obtidas sob condições 

adequadas de temperatura [15]. 

A primeira etapa nas investigações com o objetivo de detectar alterações metabólicas 

nos sistemas vivos sob condições controladas, envolve apontar uma técnica simples e rápida 

que indique a diferença entre as classes. Atualmente, uma das abordagens mais utilizadas para 

identificar diferenças metabólicas envolve técnicas de impressões digitais, utilizando perfis de 

separação, espectrofotometria na região ultravioleta-visível, espectroscopia no infravermelho 

médio, espectroscopia de ressonância magnética nuclear e espectrometria de massas [17–21]. 

Variações metabólicas são observadas principalmente por mudanças nos padrões 
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espectroscópicos, cromatográficos ou espectrométricos, sem conhecimento prévio das 

identidades dos compostos [22]. Um método analítico também utilizado para obtenção de 

impressão digital metabólica é a espectroscopia de infravermelho próximo (NIRS) [23]. Esse 

método possui vantagens atraentes por ser rápido, não destrutivo, não invasivo, com alta 

penetração do feixe de radiação nos tecidos, além de ter aplicação quase universal [24]. Seu uso 

têm sido restrito a aplicações com demandas mínimas de preparação de amostra, no entanto, 

em alguns casos, com sucesso limitado. Uma de suas características envolve o uso de métodos 

quimiométricos, porque sua região espectral é dominada por bandas de absorção amplas, 

sobrepostas e fracas [24–26]. 

A espectroscopia NIR combinada com métodos quimiométricos pode ser usada para 

detectar alterações nos padrões de material originário de sistemas agrícolas em condições 

controladas de estudo. Na análise química de alimentos, abordagens com preparação mínima 

ou inexistente são aplicadas na determinação da origem geográfica e genotípica do café arábica 

[27], leite contaminado [28], fibras animais [29], infestação de insetos em arroz [30] entre 

outros. Nesses casos, a análise por reflectância ou transmitância garantiu sucesso na indicação 

da diferenciação química. Entretanto, alternativas de preparação de amostras para essa técnica 

devem ser desenvolvidas para solucionar problemas nos casos em que não há sucesso na análise 

direta e, assim, indicar rapidamente a existência de alterações nos padrões das amostras 

investigadas. Um preparo de amostra alternativo envolve a utilização do planejamento 

estatístico de misturas baseado nos parâmetros de seletividade do solvente, a fim de extrair o 

maior número de classes metabólicas na soma de todo o projeto de maneira ordenada e global 

[31–34]. 

Para as impressões digitais espectrais exploratórias obtidas pelo planejamento de 

misturas, a Análise de Componentes Principais (ACP) fornece uma compreensão preliminar 

dos efeitos provocados pelas perturbações ambientais em muitas classes de metabólitos. A ACP 
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é amplamente utilizada para impressões digitais metabólicas [19], permitindo a visualização 

das informações do conjunto de dados por poucas componentes principais, mantendo a 

variabilidade máxima dentro do conjunto [35]. O presente estudo relata a investigação de 

possíveis alterações metabólicas em grãos crus de Coffea arabica, cultivados em experimento 

FACE sob dois níveis de CO2 e condições de água, utilizando impressões digitais espectrais 

adquiridas por espectroscopia NIR e exploradas por ACP. O planejamento estatístico de 

misturas foi utilizado como estratégia de preparação de amostra para a extração de metabólitos, 

otimizando a aquisição dos dados.
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2 EXPERIMENTAL 

 
2.1 COLETA DE GRÃOS DE Coffea arabica 

 
A instalação FACE foi construída no campo experimental da Embrapa, Jaguariúna SP, 

Brasil (22°43′S, 47°01′W, 570 m de altitude). Os cafeeiros (cultivar Catuaí Vermelho IAC 144) 

foram delimitados por parcelas em octógonos (anéis de 10m de diâmetro), contendo quatro 

linhas de plantas e somando 44 plantas em cada anel [10].  

A adição de CO2 à atmosfera teve início em 25 de agosto de 2011 e encerrou-se em 30 de 

junho de 2016. O nível normal de CO2 no início do experimento era de aproximadamente 390 μL 

L-1. A injeção direta de CO2 puro permitiu elevar a concentração atmosférica em cerca de 150-

200 μL L-1 acima do nível normal durante o dia. O CO2 foi emitido a partir de tubos instalados a 

0,9 e 1,4 m acima da superfície do solo, seguindo a direção do vento com velocidade mínima de 

0,5 m s-1 para permitir a mistura homogênea do gás dentro das parcelas experimentais do FACE. 

A irrigação começou em outubro de 2015 e foi conduzida até o final do experimento FACE [11]. 

A produção de frutos de oito plantas representativas cultivadas com CO2 elevado e oito 

com nível atual de CO2 foi colhida em maio de 2016, no quinto ano do experimento FACE. 

Metade dos cafeeiros foram irrigados e metade dispunha de água apenas através das condições 

ambientais (solo, chuva, umidade, etc). Os frutos foram coletados de quatro camadas de 50 cm 

cada sobre o perfil vertical da árvore. Na camada mais baixa da planta (1ª camada), foi 

encontrado um número insuficiente de frutos para realizar medidas experimentais, de modo que 

apenas os frutos da 2ª à 4ª camada da planta foram coletados. Todos os tipos de frutos foram 

coletados, incluindo verdes e vermelhos. Os frutos foram secos e separados da casca e do 

pergaminho. Os grãos crus foram selecionados por exclusão de todos os defeituosos e, 

finalmente, moídos para análise. 
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2.2 REAGENTES 

 
Para extração do conjunto metabólico, todos os solventes orgânicos foram de grau 

analítico. Hexano, etanol, diclorometano foram adquiridos da Anidrol (Diadema, Brasil) e éter 

etílico da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). 

 

2.3 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS 

 
Para otimizar a extração dos metabólitos presentes nos grãos de C. arabica, foi utilizado 

um planejamento estatístico de misturas com quatro solventes: etanol (E), diclorometano (D), 

hexano (H) e éter etílico (e) (Tabela 1). A seleção de solventes foi baseada no triângulo de 

seletividade de solventes de Snyder [36]. As extrações do planejamento de misturas foram 

realizadas para os grãos das três camadas do cafeeiro (2ª, 3ª e 4ª camada do perfil vertical), 

enquanto o ponto central do delineamento foi realizado em triplicata, resultando em 17 extratos 

para cada planejamento de misturas e 51 extratos para cada condição de cultivo (ou seja, 51 

extratos para plantas irrigadas com o nível atual de CO2; 51 extratos de plantas não irrigadas 

com nível atual de CO2; 51 extratos para plantas irrigadas com nível elevado de CO2; 51 extratos 

para plantas não irrigadas com nível elevado de CO2). Cada processo extrativo consistiu de 2,50 

g de grãos moídos de C. arabica e 60,0 mL das misturas de solventes (Tabela 1). Cada mistura 

extrativa foi colocada em banho ultrassônico (modelo Ultracleaner 1600, Unique) por 60 

minutos a 15 ºC e filtrada para separar a solução dos grãos moídos. Esses mesmos grãos foram 

submetidos novamente à extração por mais quatro vezes, totalizando 300 mL de extrato líquido. 

O extrato líquido obtido foi utilizado para as análises espectrais. Após a seleção do melhor 

solvente extrator na discriminação das diferentes classes, uma coleção de grãos de dezesseis 

cafeeiros foi selecionada aleatoriamente para validação experimental com novas extrações. 
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Tabela 1. Planejamento estatístico de misturas para quatro solventes: etanol, diclorometano, 
hexano e éter etílico com suas respectivas proporções de composição. 

Experimentos Notação do extrato Solventes 
  Etanol 

(E) 
Diclorometano 

(D) 
Hexano 

(H) 
Éter etílico 

(e) 

1 E 1 0 0 0 
2 D 0 1 0 0 
3 H 0 0 1 0 
4 e 0 0 0 1 
5 ED 1/2 1/2 0 0 
6 EH 1/2 0 1/2 0 
7 Ee 1/2 0 0 1/2 
8 DH 0 1/2 1/2 0 
9 De 0 1/2 0 1/2 
10 He 0 0 1/2 1/2 
11 EHe 1/3 0 1/3 1/3 
12 EDe 1/3 1/3 0 1/3 
13 EDH 1/3 1/3 1/3 0 
14 DHe 0 1/3 1/3 1/3 
15 EDHe 1/4 1/4 1/4 1/4 
16 EDHe 1/4 1/4 1/4 1/4 
17 EDHe 1/4 1/4 1/4 1/4 

 

2.4 AQUISIÇÃO DE ESPECTROS NIR 

 
2.4.1 Modo reflectância – aquisição direta nos grãos 

 
Os espectros na região de infravermelho próximo (NIR) no modo de reflectância foram 

adquiridos com o software DLP NIR scan Nano (Texas Instruments Inc., Dallas, EUA). A 

aquisição do espectro foi realizada diretamente nos grãos de café moídos, de 900 nm a 1700 

nm, à temperatura ambiente de 22 ± 1 ºC. Cada espectro foi obtido a partir da média de 99 

varreduras na resolução de 1 nm. O espectro de um bloco de politetrafluoretileno (PTFE) foi 

usado como branco. Após a aquisição, os espectros de reflectância NIR foram pré-processados 

pela método de Savitzky-Golay usando polinômio de segunda ordem com janela de 15 pontos 

e derivação de segunda ordem. As medições foram obtidas de todos os conjuntos de amostras 

em triplicatas. 
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2.4.2 Modo transmitância – aquisição nos extratos 

 
Os espectros no modo de transmitância na região de infravermelho próximo foram 

adquiridos com o software DLP NIRscan Nano (Texas Instruments Inc., Dallas, EUA). Para a 

análise NIR (de 900 a 1700 nm), 1,0 mL de extrato foi colocado na cubeta de quartzo. Cada 

espectro foi obtido a partir da média de 99 varreduras na resolução de 3,9 nm e registrado em 

unidades de absorvância. O procedimento foi realizado em temperatura ambiente de cerca de 

22 ± 1 ºC. Após a aquisição, os espectros de transmitância NIR foram pré-processados por 

suavização Savitzky-Golay com janelas de 9 pontos, polinômio de segunda ordem e primeira 

derivação. 

 

2.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA E SOFTWARE 

 
O tratamento dos dados e a análise quimiométrica foram realizados no software Matlab 

2007b®, utilizando o pacote de ferramentas PLS 7.8® da Eigenvector Research (licenciado por 

Elis Pauli-PR).
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A ACP foi utilizada como uma ferramenta exploratória para investigar tendências nas 

impressões digitais espectrais NIR no modo de reflectância dos grãos de café e determinar os 

fatores que permitem a discriminação entre amostras de café cru cultivadas sob dois níveis de 

CO2 e condições de irrigação. 

Devido à complexidade do conjunto de dados espectrais, algumas estratégias de pré-

processamento foram testadas, incluindo a correção multiplicativa de sinal (MSC-

Multiplicative Scatter Correction) [37], Transformação Normal Padrão de Variação (SNV-

Standard Normal Variate) [38], primeira e segunda derivada dos espectros e suas possíveis 

diferentes combinações, todos com dados centrados na média. Entretanto, mesmo após 

diferentes tentativas espectrais de pré-processamentos antes da modelagem ACP, não foi 

possível visualizar separações entre grupos de grãos de café cultivados sob dois níveis de CO2 

ou condições de irrigação. Os resultados de uma dessas combinações, pela suavização de 

Savitzky-Golay com polinômio de segunda ordem (janela de 15 pontos), e derivação de segunda 

ordem, são ilustrados na Fig. 1. 

Como a análise exploratória dos espectros adquiridos diretamente nos grãos de café crus 

não teve êxito na diferenciação das amostras, uma metodologia alternativa foi persuadida para 

discriminar os cafés crus nas diferentes condições de cultivo. Foram aplicadas à análise 

exploratória as impressões digitais NIR no modo de transmitância, obtidas a partir de extratos 

do planejamento de misturas (seção 2.3). Matrizes de espectros NIR foram submetidas à ACP, 

para avaliar o comportamento e indicar os solventes e suas misturas que discriminam os grãos 

de café obtidos em dois níveis de CO2 e condições de abundância de água. Vários pré-

processamentos foram testados. Os melhores resultados foram obtidos com a suavização 

Savitzky-Golay, com polinômio de segunda ordem, janela de 9 pontos, e primeira derivada, 

com dados centrados na média. 
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Fig. 1. Gráficos dos escores da primeira e segunda componentes principais das impressões 
digitais NIR no modo reflectância de grãos crus de C. arabica. Grãos colhidos de plantas 
cultivadas em: (△) CO2 elevado e não irrigadas; (∎) CO2 atual e não irrigadas; (●) CO2 atual e 
irrigadas e (◄) CO2 elevado e irrigadas – A) plantas não irrigadas sob CO2 elevado e atual; B) 
plantas irrigadas sob CO2 elevado e atual; C) plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 elevado; 
D) plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 atual. 
 

A Fig. 2A mostra o gráfico de escores das impressões digitais espectrais NIR dos 

extratos de café para os dois níveis de CO2, em condições não irrigadas. As duas primeiras 

componentes explicam 80,2% da variação total dos dados e ajudam a diferenciar os níveis 

elevado e atual de CO2 de três extratos contendo etanol puro (E) e as misturas binárias ED e 

EH. Os extratos etanólicos e a mistura EH de grãos de café cultivados em CO2 elevado 

apresentaram valores de escores mais positivos na primeira componente principal (CP1) e mais 

negativos na CP2 do que os grãos de plantas cultivadas no nível atual de CO2. Além disso, os 

extratos ED de grãos provenientes do CO2 elevado também apresentaram valores mais positivos 
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na CP1 do que os cultivados no nível atual de CO2. A Fig. 2B é muito semelhante à Fig. 2A 

contendo os escores da ACP para extratos de grãos de café cultivados com irrigação e cultivados 

sob níveis elevado e atual de CO2. Novamente, os extratos obtidos por etanol (E), misturas 

binárias EH e ED discriminaram os grãos de café coletados de plantas cultivadas sob condições 

elevadas de CO2 daquelas no nível atual de CO2. Extratos etanólicos puros e EH de grãos 

proveninentes de plantas em CO2 elevado também apresentaram valores de escores mais 

positivos na CP1 e mais negativos na CP2 do que os do nível atual de CO2. Os extratos ED dos 

grãos cultivados em CO2 elevado mostram valores mais positivos na CP1 do que os do nível 

atual. 

Outro interesse nesse estudo foi verificar, pelos espectros NIR e ACP, a possibilidade 

de discriminação de extratos de café entre plantas irrigadas daquelas cultivadas em condições 

não irrigadas enquanto expostas ao mesmo nível de CO2, além de encontrar solventes ou suas 

misturas que proporcionam a melhor separação. A Fig. 2C mostra as duas primeiras 

componentes principais da ACP, com CP1 explicando 59,7% da variância total dos dados e 

CP2 explicando 22,5%. Para os extratos obtidos de plantas irrigadas cultivadas sob CO2 

elevado, o etanol puro (E) apresentou a melhor discriminação, com valores mais positivos na 

CP1 e mais negativos na CP2. No caso dos grãos cultivados nas condições atuais de CO2 de 

plantas irrigadas e não irrigadas, a CP2 (21,5% da variância explicada dos dados) mostrou que 

os extratos obtidos pela mistura ED melhor separavam essas plantas (Fig. 2D). Em outras 

palavras, os extratos de grãos crus de café não irrigados obtidos pela mistura ED tendem a ter 

escores mais positivos na CP2, enquanto os extratos irrigados tendem a ter escores negativos. 
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Fig. 2. Gráficos dos escores da primeira e segunda componentes principais das impressões 
digitais NIR no modo transmitância de grãos crus de C. arabica. Grãos colhidos de plantas 
cultivadas em: (△) CO2 elevado e não irrigadas; (∎) CO2 atual e não irrigadas; (●) CO2 atual e 
irrigada e (◄) CO2 elevado e irrigada. A) plantas não irrigadas sob CO2 elevado e atual; B) 
plantas irrigadas sob CO2 elevado e atual; C) plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 elevado; 
D) plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 atual. 

 

Finalmente, a ACP sugeriu que o etanol (E) e a mistura binária de etanol e diclorometano 
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(ED) são os extratores mais promissores para a discriminação de grãos de café cultivados em 

dois níveis de CO2 e condições de disponibilidade de água (Fig. 2). Novas extrações foram 

realizadas com esses solventes usando um número maior de amostras (aproximadamente doze 

amostras por condição) para validação da discriminação das impressões digitais. O pré-

processamento utilizado para as novas impressões digitais foi o mesmo da análise exploratória 

para a escolha do solvente. 

Os extratos obtidos com etanol puro (E) foram analisados pela ACP (Fig. 3). A Fig. 3A 

mostra o gráfico dos escores da ACP revelando uma clara discriminação entre as amostras 

cultivadas em níveis atual e elevado de CO2 atmosférico de plantas não irrigadas ao longo da 

CP3, que explica 11,4% da variância dos dados. O gráfico de loadings correspondente mostra 

uma região espectral positiva, em torno de 912 nm, indicando que esse comprimento de onda 

está relacionado com nível elevado de CO2.  

As Figs. 3E e 3F contêm amostras correspondentes ao nível de CO2 elevado (cafeeiros 

irrigados e não irrigados, respectivamente). O gráfico de escores mostra uma clara separação 

entre as impressões digitais proveninentes de grãos de cafeeiros irrigados e não irrigados. Na 

Fig. 3B, o loading positivo em 912 nm está relacionado à plantas não irrigadas com nível 

elevado de CO2, enquanto na Fig. 3F está relacionado à plantas irrigadas no nível elevado de 

CO2. Isso pode indicar que existe uma interação sinérgica entre níveis elevados de CO2 e 

suprimento adequado de água. As plantas irrigadas cultivadas sob os dois níveis de CO2 têm 

gráficos de escores e loadings mostrados nas Figs. 3C e 3D, respectivamente. Observa-se que 

existe uma discriminação parcial entre amostras de CO2 elevado daquelas obtidas no nível atual 

para a CP2. O gráfico de loadings correspondente indica que o comprimento de onda em torno 

de 1680 nm é importante para esta discriminação. As bandas em torno de 1680 nm estão 

correlacionadas com as amostras de CO2 elevado em relação às atuais. As Figs. 3G e 3H 

mostram escores e loadings para os cafeeiros não irrigados e irrigados, respectivamentes, 
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cultivados no nível atual de CO2. A primeira componente principal, responsável por 55,6% da 

variância explicada dos dados, discrimina as amostras irrigadas das não irrigadas. Valores de 

escores positivos para as amostras não irrigadas correlacionam-se com os loadings em torno de 

1680 nm. Embora essa banda se correlacione com amostras de CO2 elevado para plantas 

irrigadas, quando cultivadas em ambiente com CO2 atual elas atribuem maior peso para 

amostras não irrigadas. Assim, esses comprimentos de onda indicam condições elevadas de 

CO2 e suprimento adequado de água. 

Os loadings das ACPs presentes nas Figs. 3B, 3D, 3F e 3H mostram os comprimentos 

de onda que contribuem para a discriminação das quatro condições de tratamento de campo. A 

região espectral entre 900 e 1050 nm se deve principalmente ao terceiro sobretom dos 

estiramentos CH3, CH2 e CH e ao segundo sobretom dos estiramentos OH (H2O, ROH) e NH 

(RONH2) [39]. Essa região espectral é de difícil interpretação devido à interação e 

sobreposições dos diversos grupos funcionais acima mencionados [28]. A região espectral entre 

1050 e 1300 nm apresenta o 2º sobretom dos estiramentos dos grupos CH3, CH2, CH e ArCH. 

Em comprimentos de onda entre 1300 e 1500 nm, as principais absorções presentes estão 

relacionadas ao 1º sobretom das combinações de CH3, CH2 e CH e ao 1º sobretom dos 

estiramentos de OH (H2O e ArOH). Além disso, as absorções nesses comprimentos de onda 

também podem estar relacionadas aos estiramentos dos grupos CONHR, CCNH2, RNH e RCH. 

Finalmente, nas regiões espectrais de 1500 e 1700 nm, as absorções são devidas ao 1º sobretom 

dos estiramentos CH3, CH2, CH e ArCH [39,40].  
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Fig. 3. Gráfico dos escores e loadings das impressões digitais etanólicas NIR no modo 
transmitância para grãos crus de C. arabica. Grãos colhidos de plantas cultivadas em: (△) CO2 

elevado e não irrigadas; (∎) CO2 atual e não irrigadas; (●) CO2 atual e irrigada e (◄) CO2 
elevado e irrigada. A-B) Escores e loadings da ACP para plantas não irrigadas sob CO2 elevado 
e atual; C-D) escores e loadings da ACP para plantas irrigadas sob CO2 elevado e atual; E-F) 
escores e loadings da ACP para plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 elevado; G-H) escores 
e loadings da ACP para plantas irrigadas e não irrigadas sob CO2 atual. 
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Outro extrato indicado como discriminador das amostras foi a mistura binária de etanol-

diclorometano (ED) (Fig. 2) ao qual foi analisado por ACP. No gráfico de escores dos espectros 

NIR para os extratos ED de grãos oriundos de plantas não irrigadas, dois grupos são formados 

ao longo da CP2 (Fig. 4A); um grupo com escores negativos na CP2 envolvendo espectros com 

níveis elevados de CO2 e um segundo grupo com escores positivos formados por espectros de 

plantas no nível atual de CO2.  

Em relação aos cafeeiros irrigados, não foi possível visualizar a discriminação por ACP 

entre os espectros de extratos de grãos cultivados sob nível elevado e atual de CO2, como mostra 

a Fig. 4C. Comparando as impressões digitais NIR das plantas cultivadas sob a mesma condição 

de CO2, a CP2 foi capaz de discriminar entre plantas irrigadas e não irrigadas, nas quais a 

variação explicada está entre parênteses no gráfico de escores, Figs. 4E and 4G. Para os grãos 

crus de plantas cultivadas sob condição elevada de CO2, os espectros NIR de plantas irrigadas 

apresentaram escores principalmente positivos e os de cafeeiros não irrigados apresentaram 

escores com valores negativos (Fig. 4E). Para grãos de café cultivados sob o nível atual de CO2, 

o gráfico de escores foi semelhante ao do CO2 elevado, ou seja, os grãos de cafeeiros não 

irrigados apresentaram escores mais positivos, enquanto os irrigados têm escores mais 

negativos, como mostra a Figura 4G. Por fim a mistura binária ED não foi capaz de mostrar 

diferenças nas impressões digitais NIR dos grãos de C. arabica cultivados sob diferentes níveis 

de CO2 quando os cafeeiros são irrigados. 

Ao analisar os loadings das ACPs para a mistura binária etanol-diclorometano (ED), é 

possível observar que as bandas de absorção que mais contribuíram para a discriminação desses 

grãos referem-se a comprimentos de onda acima de 1600 nm. Os loadings da ACP mostraram 

que a banda em 1644 nm foi importante para as impressões digitais obtidas de extratos de grãos 

cultivados sob CO2 elevado e 1680 nm para o nível atual de CO2, mas apenas quando as plantas 

não foram irrigadas (Fig. 4B). Ao analisar os grãos das plantas cultivadas em CO2 elevado, a 
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banda espectral de maior peso para os extratos das plantas irrigadas foi em 1680 nm, enquanto 

para os cafeeiros não irrigados foi em 1644 nm (Fig. 4F). Por outro lado, para amostras 

cultivadas no nível atual de CO2, a banda de maior peso para os cafeeiros irrigados foi em 1637 

nm, enquanto a banda em 1680 nm se correlacionaram com amostras de cafeeiros não irrigados 

(Fig. 4H). Essa região espectral contém absorções referentes ao 1º sobretom dos estiramentos 

CH3, CH2, CH e ArCH. Essa região é rica em informações espectrais e, para grãos de café, essas 

duas bandas podem estar relacionadas à carboidratos, ácidos clorogênicos e cafeína [40]. Em 

contraste com o encontrado para o extrato etanólico, não foi possível identificar, com grande 

relevância, bandas entre 900-950 nm, responsáveis pela discriminação das impressões digitais 

NIR. Isso prova que a busca por marcadores metabólicos depende das propriedades intrínsecas 

da matriz orgânica e do tipo de solvente utilizado [16]. 
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Fig. 4. Gráfico dos escores e loadings das impressões digitais NIR no modo transmitância para 
grãos crus de C. arabica obtidos com a mistura binária etanol-diclorometano. Grãos colhidos 
de plantas cultivadas em: (△) CO2 elevado e não irrigadas; (∎) CO2 atual e não irrigadas; (●) 
CO2 atual e irrigada e (◄) CO2 elevado e irrigada. A-B) Escores e loadings da ACP para plantas 
não irrigadas sob CO2 elevado e atual; C-D) escores e loadings da ACP para plantas irrigadas 
sob CO2 elevado e atual; E-F) escores e loadings da ACP para plantas irrigadas e não irrigadas 
sob CO2 elevado; G-H) escores e loadings da ACP para plantas irrigadas e não irrigadas sob 
CO2 atual. 
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Embora a impressão digital na região espectral NIR não seja conclusiva sobre as 

diferenças na composição química [41], as bandas identificadas como responsáveis pelas 

discriminações sugerem diferenças para os metabólitos devido ao aumento das condições 

atmosféricas de dióxido de carbono e de água no solo. Poucos estudos relacionaram a qualidade 

do grão cru de C. arabica e mudanças na composição química sob condições controladas e de 

campo sob aumento do dióxido de carbono atmosférico. Essa composição química é importante 

para a manutenção da qualidade final da bebida, qualidade nutricional e apreciação do grão cru 

[42]. Entre os muitos fatores que afetam o impacto do CO2 elevado no campo (isto é, genótipo, 

perfil vertical do cafeeiro, estágio de desenvolvimento da planta e localização da plantação), as 

informações detalhadas sobre as alterações químicas são limitadas [43]. Esse fato suporta 

pesquisas adicionais na identificação de alterações com técnicas analíticas simples, usando 

análises não-alvo para prever alterações nos padrões das composições químicas nas células e 

tecidos vegetais. 

A espectroscopia no infravermelho próximo envolve transferência de energia entre luz 

e matéria. Essa transferência de energia na região NIR está associada às combinações 

harmônicas e bandas de vibrações dos grupos funcionais presentes em amostras orgânicas. As 

diferentes impressões digitais na região espectral NIR para substâncias orgânicas são devidas 

às fortes absorções das interações entre as transições dos diferentes sobretons da molécula e 

bandas de combinação [39]. As medições de reflectância de amostras sólidas são um importante 

modo de medição empregado na espectroscopia NIR [24]. Além disso, é evidente que a 

possibilidade de trabalhar com uma técnica de baixo custo e não destrutiva, como o NIR, sem 

grandes preparações de amostra, poderia aumentar nosso conhecimento químico de materiais 

de origem vegetal. Apesar da inviabilidade de se realizar uma análise espectral exploratória 

adquirida diretamente no material vegetal, não pode se descartar a possibilidade de realizar a 

análise utilizando o equipamento NIR, conforme demonstrado pelos resultados apresentados 
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neste estudo. Portanto, o planejamento de misturas, define o meio extrativo utilizando diferentes 

solventes e suas misturas para obter impressões digitais espectrais na região NIR no modo de 

transmitância, que podem ser necessárias para investigações de condições ambientais 

contrastadas.
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4 CONCLUSÃO 

 
A metodologia que utiliza o modo transmitância em amostras orgânicas é uma 

alternativa ao modo reflectância nos espectrômetros NIR quando este não fornece informações 

relevantes. Os resultados demonstraram um desenvolvimento alternativo usando espectroscopia 

NIR combinada com ACP e metodologias experimentais usando o planejamento estatístico de 

misturas para determinar e comparar a discriminação de extratos de grão cru de C. arabica 

cultivados sob diferentes condições de dióxido de carbono atmosférico e água. 

A análise exploratória dos extratos ordenados pelo planejamento estatístico de misturas 

proporcionou composições otimizadas de solventes para identificar modificações químicas em 

extratos de grãos de C. arabica oriundos de plantas cultivadas sob duas condições de CO2 com 

e sem irrigação. Na análise exploratória, os extratos obtidos a partir de etanol puro e mistura 

binária de etanol-diclorometano continham informações que indicaram as alterações 

metabólicas causadas pelo aumento de CO2 atmosférico e condições de irrigação. Essa 

discriminação usando um instrumento de baixo custo e rápido é uma indicação inicial de 

modificações químicas relevantes evidenciadas em regiões espectrais específicas com bandas 

características de carboidratos, ácidos clorogênicos e cafeína.
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RESUMO 

O café é uma das commodities mais importantes para o setor agrônomico brasileiro, mostrando 
sensibilidade às variações ambientais. As interações de dois níveis de concentrações 
atmosféricas de dióxido de carbono (CO2) e dois regimes hídricos foram investigadas a partir 
do perfil metabólico de grãos de Coffea arabica, utilizando impressões digitais na região UV 
do planejamento estatístico de misturas. Os resultados das impressões digitais UV obtidos a 
partir de etanol puro e da mistura binária etanol-diclorometano mostraram as maiores 
discriminações metabólicas entre os níveis de CO2. A biossíntese dos principais metabólitos 
como ácidos clorogênicos, cafestol, caveol e cafeína foi alterada devido às condições 
ambientais. Maiores quantidades de ácidos clorogênicos e caveol foram observadas em grãos 
de plantas irrigadas cultivadas com CO2 elevado e irrigadas no nível atual de CO2. A interação 
entre a disponibilidade de água e a concentração de CO2 atmosférico afetaram as quantidades 
de metabólitos. A disponibilidade de água foi um fator limitante do conteúdo de metabólitos 
apenas no nível atual de CO2, sugerindo sucesso metabólico no enfrentamento de futuros 
períodos de seca em ambiente com elevado CO2 atmosférico. 
 
Palavras-chave: Café arábica; CO2 elevado; seca; modificação metabólica; multi-impressões 
digitais UV.
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1 INTRODUÇÃO 

 
A fotossíntese é um processo usado pelas plantas para converter energia luminosa em 

energia química que posteriormente serve para o crescimento, manutenção e reprodução das 

plantas [1]. O processo é inicializado com a absorção de luz por proteínas que contêm 

pigmentos de clorofila e finalizado com energia química armazenada na forma de moléculas de 

carboidratos [2]. Os principais fatores abióticos que afetam a taxa de fotossíntese são a 

intensidade da luz, a temperatura, a água e a concentração de dióxido de carbono (CO2) [3]. A 

primeira reação da planta ao CO2 elevado é o aumento da taxa fotossintética [4]. O CO2 está 

envolvido nas reações de fixação de carbono nos tilacoides [5]. O processo químico de fixação 

de carbono na fotossíntese ocorre através da carboxilação da ribulose-1,5-difosfato (RuDP - 

açúcar de 5 carbonos) com a fixação de CO2 pela enzima primária ribulose-1,5-bifosfato 

carboxilase oxigenase (RuBisCO) [6]. Após uma série de processos independentes da luz, o 

produto final é rapidamente convertido em glicose e outros carboidratos, lipídios ou 

aminoácidos [7].  

O dióxido de carbono só pode entrar na folha através dos estômatos abertos, que são 

poros delimitados por duas células-guarda [8]. O estoma aberto permite a circulação de CO2 e 

água entre o exterior e o interior da folha, onde o equilíbrio entre a assimilação de CO2 e a perda 

de água pela transpiração é essencial para a sobrevivência e crescimento das plantas [9]. Nas 

espécies C3 a concentração atmosférica de CO2 elevado estimula a assimilação de carbono, 

uma vez que o RuBisCO normalmente não é saturado sob a concentração atmosférica atual de 

CO2 [10]. A estimulação da fotossíntese em virtude do CO2 elevado é mais forte durante o 

estágio final de frutificação em Xanthium strumarium, quando o desenvolvimento de sementes 

é considerada um sumidouro de carbono [11]. Esse estímulo mais forte no período de 

frutificação pode causar mudanças indesejadas no metabolismo de grãos comerciais, causando 

impactos econômicos na produção regional e global devido as mudanças climáticas. Qualquer 
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modificação no processo fotossintético pode alterar o acúmulo de fotoassimilados, os períodos 

de crescimento e amadurecimento e, consequentemente, a qualidade da bebida do grão de 

Coffea arabica [12]. 

Nos últimos anos, pesquisadores brasileiros concentraram-se na compreensão dos 

aspectos de crescimento, produtividade e sobrevivência de Coffea arabica (café arábica) sob as 

perspectivas das mudanças climáticas, especialmente nos efeitos do aumento do CO2 [13–15], 

devido ao interesse econômico desta espécie. Vários estudos elucidaram as alterações 

metabólicas causadas por variações de cultivares e mudanças ambientais como condições de 

água e luz solar, densidade de plantio, entre outras [16–19]. Esses estudos indicaram que Coffea 

arabica possui alta sensibilidade às mudanças ambientais [20]. A resposta, especificamente 

para o café arábica, sob CO2 elevado tem efeito direto na atividade fotossintética [14], 

acumulação de carbono [13,21], crescimento e rendimento das culturas [22]. As alterações 

ambientais afetam o metabolismo primário, como a fotossíntese, que pode afetar metabólitos 

secundários como cafeína, ácidos clorogênicos (ACG), trigonelina, diterpernos e ácidos 

fenólicos, essenciais para a qualidade da bebida de Coffea arabica [23]. 

Poucos estudos analisaram as alterações metabólicas causadas pelo aumento das 

concentrações atmosféricas de CO2 associadas a qualquer outro estresse ambiental, como o 

regime hídrico [24]. Mudanças no perfil metabólico da planta podem variar de mudanças 

extremas a mínimas, incluindo uma ampla variedade de classes e quantidades de metabólitos, 

dificultando a distinção de respostas devido aos diferentes distúrbios ambientais [15]. A 

detecção de alterações químicas por métodos convencionais pode ser útil nesse tipo de 

investigação, mas pode não refletir a modificação química máxima ou o metaboloma total da 

planta em análise. Novas metodologias analíticas foram desenvolvidas para acompanhar a 

demanda tecnológica dessas matrizes complexas. Neste trabalho, foi proposto o uso de 'multi-

impressões digitais' em busca de alterações metabólicas em grãos de Coffea arabica sob 
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distúrbios ambientais. Uma 'multi-impressão digital' é definida como uma série de perfis 

metabólicos estrategicamente extraídos que definem diferentes características para a mesma 

matriz orgânica. Essas diferentes características do perfil químico são melhor alcançadas 

variando os sistemas de extração utilizando planejamentos estatísticos de misturas com escolhas 

apropriadas de solventes [19,25].  

Espera-se que os grãos de Coffea arabica sofram modificações químicas quando 

amadurecidos em condições de seca e CO2 elevado. Os objetivos deste estudo foram discriminar 

os grãos de Coffea arabica cultivados sob nível elevado de CO2 em experimento de 

Enriquecimento de CO2 ao Ar Livre (FACE, do inglês Free-Air Carbon dioxide Enrichment), 

simulando mudanças climáticas futuras, associado ao efeito da disponibilidade de água como 

fator limitante do uso de carbono e suas correlações com os principais metabólitos. O 

experimento de instalação FACE foi realizado por 5 anos, preservando o acoplamento natural 

entre a vegetação e a atmosfera. Impressões digitais espectrofotométricas na região ultravioleta 

(UV) foram obtidas de extratos a partir do planejamento estatístico de misturas usando os 

solventes etanol, diclorometano, hexano e éter etílico.
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2 EXPERIMENTAL 

 

2.1 COLETA DE GRÃOS DE Coffea arabica 

 

O experimento FACE foi conduzido na Embrapa Meio Ambiente, Jaguariúna, SP, Brasil, 

(22°43′S, 47°01′W, 570 m de altitude) para determinar os efeitos da alteração atmosférica de CO2 

e água do solo nas árvores de Coffea arabica (cultivar ‘Catuaí Vermelho IAC 144').  

A injeção de CO2 na atmosfera iniciou-se em 25 de agosto de 2011[22] e foi encerrada 

em 30 de junho de 2016 [13]. O nível atmosférico de CO2 no início do experimento era de 

aproximadamente 390 μL L-1. A injeção direta de CO2 puro permitiu elevar o CO2 em 150-200 

μL L-1 acima do nível atual durante o dia. O CO2 foi emitido por tubos instalados a 0,9 e 1,4 m 

acima da superfície do solo, seguindo a direção do vento com velocidade mínima de 0,5 m s-1 

para permitir a mistura homogênea de gás dentro dos sítios experimentais do FACE [22]. A 

irrigação foi implementada em outubro de 2015 e conduzida até o final do experimento FACE 

[13]. 

Os frutos de oito plantas cultivadas sob CO2 elevado e oito no nível atual de CO2 foram 

colhidas em maio de 2016, no quinto ano do experimento FACE. Sendo que dessas 16 plantas, 

metade foram irrigadas. Os frutos foram coletados de quatro camadas do perfil vertical das 

plantas com 50 cm de espessura cada. Na camada mais baixa da planta (1ª camada), foi 

encontrado um número insuficiente de frutos para realizar a análise metabólica. Portanto, 

apenas os frutos da 2ª à 4ª camada da planta foram analisados (Fig. 1). Todos os tipos de frutos 

foram coletados, incluindo verdes e vermelhos. Os grãos foram selecionados, excluindo todos 

os defeituosos, secos, separados da casca e do pergaminho e finalmente moídos para análise 

espectral. 
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Fig. 1. Árvore de Coffea arabica com frutos. Cafeeiros irrigados e não irrigados foram 
cultivados sob os níveis atual e elevado de CO2 na instalação FACE. O perfil vertical da planta 
foi estratificado em quatro camadas de 50 cm de espessura. A 1ª camada não possuía material 
reprodutivo suficiente para análises químicas e metabólicas. 
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2.2 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS 

 

Um planejamento estatístico de misturas com quatro solventes: etanol (E), 

diclorometano (D), hexano (H) e éter etílico (et), foi utilizado para a extração dos metabólitos 

de grãos crus de café . Essa seleção de solventes foi baseada no triângulo de seletividade de 

solventes de Snyder (Tabela 1) [26]. Todos os solventes orgânicos eram de grau analítico. 

Hexano, etanol e diclorometano foram adquiridos da Anidrol (Diadema, Brasil) e éter etílico 

da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). As extrações delineadas pelo planejamento de misturas foram 

realizadas nos grãos de cafeeiros sob CO2 atual e elevado (irrigados ou não) oriundos das três 

estratificações do perfil vertical da planta. O ponto central do delineamento foi executado em 

triplicata, resultando em 17 extratos por planejamento de misturas resultando em 51 extratos 

para cada condição de cultivo (3 alturas de coleta). Cada sistema extrativo foi preparado 

pesando 2,50 g de grão cru moído de C. arabica acrescido de 60,0 mL de solvente extrator 

(Tabela 1). A extração foi realizada em banho ultrassônico (modelo Ultracleaner 1600 Unique) 

por 60 minutos a 15 ºC e filtrada para separar a solução dos grãos. Esse procedimento foi 

repetido por mais quatro vezes, até o volume total de extrato líquido de 300 mL. O extrato 

líquido resultante foi utilizado para a análise espectrofotométrica. Após a análise exploratória 

dos solventes e a escolha do melhor discriminador dos extratos, foram realizadas novas 

extrações para os grãos crus coletados das dezesseis plantas. 

 

2.3 AQUISIÇÕES DE ESPECTROS NA REGIÃO UV 

 

Impressões digitais espectrais na região UV foram adquiridas imediatamente após a 

extração. O extrato foi diluído (1:9) com seu respectivo solvente extrativo. Os espectros foram 
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obtidos na faixa de 190-400 nm com o espectrofotômetro modelo Thermo Scientific Evolution 

60S, usando cubetas de quartzo com um caminho óptico de 1 cm. 

 

2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA E SOFTWARE 

 

A análise quimiométrica foi realizada utilizando o software Matlab 2007b® e as 

ferramentas do PLS Toolbox 5.8® da Eigenvector Research. A análise de componentes 

principais (ACP) e análise de variância-análise de componentes simultânea (ASCA, do inglês, 

analysis of variance–simultaneous component analysis) foi aplicada aos dados 

espectroscópicos. A suavização espectral foi aplicada aos dados com uma janela de 9 pontos 

(filtro Savitzky – Golay), que também foram centrados na média. 
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Tabela 1. Planejamento estatístico de misturas para quatro solventes: etanol, diclorometano, hexano e éter etílico, com suas proporções de 
composição e parâmetros solvatocrômicos dos solventes puros e suas misturas (combinação linear) de acordo com o delineamento - acidicidade 
(α); dipolaridade (π) e basicidade (β). 
 

Delineamento Notação do 
extrato 

Solvente Parâmetros solvatocrômicos do solvente 

  Etanol 
(E) 

Diclorometano 
(D) 

Hexano 
(H) 

Éter 
etílico 

(et) 

Acidicidade 
 (α) 

Dipolaridade 
(π) 

Basicidade 
 (β) 

1 E 1 0 0 0 0,83 0,54 0,77 
2 D 0 1 0 0 0,20 0,82 0 
3 H 0 0 1 0 0 -0,04 0 
4 et 0 0 0 1 0 0,27 0,47 
5 ED 1/2 1/2 0 0 0,52 0,68 0,39 
6 EH 1/2 0 1/2 0 0,42 0,25 0,39 
7 Eet 1/2 0 0 1/2 0,42 0,41 0,62 
8 DH 0 1/2 1/2 0 0,10 0,39 0 
9 Det 0 1/2 0 1/2 0,10 0,55 0,24 
10 Het 0 0 1/2 1/2 0 0,12 0,24 
11 EHet 1/3 0 1/3 1/3 0,42 0,26 0,41 
12 EDet 1/3 1/3 0 1/3 0,34 0,54 0,41 
13 EDH 1/3 1/3 1/3 0 0,34 0,44 0,26 
14 DHet 0 1/3 1/3 1/3 0,07 0,35 0,16 
15 EDHet 1/4 1/4 1/4 1/4 0,26 0,40 0,31 
16 EDHet 1/4 1/4 1/4 1/4 0,26 0,40 0,31 
17 EDHet 1/4 1/4 1/4 1/4 0,26 0,40 0,31 
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3 RESULTADOS 

 
3.1 ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE CO2 ELEVADO E ALTERAÇÕES METABÓLICAS 

 
As multi-impressões digitais UV foram obtidas a partir dos extratos líquidos do 

planejamento de misturas. Para explorar a relação entre as informações das impressões digitais 

nos grãos de café, obtidos dos dois níveis de CO2 e das árvores irrigadas e não irrigadas, as 

matrizes de absorvâncias foram submetidas à análise de componentes principais (ACP). A ACP 

foi utilizada para a seleção dos solventes extratores que promoveram as maiores diferenças nos 

conjuntos metabólicos extraídos entre as condições de cultivo. Nessa análise exploratória de 

solventes o etanol puro (E) e a mistura binária de etanol-diclorometano (ED) continham as 

maiores diferenças para os extratos dos grãos de café cultivados sob os dois níveis de CO2 e 

nos dois regimes de água (Figs. 2A e 2B), embora seus escores estejam no mesmo quadrante 

positivo (primeira e segunda componentes principais). O teste t foi aplicado aos valores dos 

escores da CP1, que explica a maior variância dos dados, tanto para as plantas não irrigadas 

quanto para as irrigadas (Figs. 2A e 2B), a fim de determinar se a diferença entre os dois níveis 

de CO2 foi realmente significativa para esses extratos obtidos do planejamento de mistura. Os 

resultados do teste t mostraram um valor de p menor que 0,05, confirmando a significância 

estatística da discriminação. Informações adicionais sobre a escolha dos solventes e do teste t 

podem ser encontradas no Anexo A (Tabela A1). Assim, novas extrações para validação foram 

realizadas com a mistura binária etanol-diclorometano (ED) e etanol puro (E), utilizando grãos 

de 16 cafeeiros. Discussão sobre o processo de extração e obtenção de multi-impressões digitais 

estão contidas no Anexo A. 
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Fig. 2. Gráficos de escores da análise de componentes principais (ACP) (CP1 versus CP2) para 
multi-impressão digital na região UV de grãos crus de C. arabica cultivados sob nível atual e 
elevado de CO2. A) cafeeiros não irrigados e B) cafeeiros irrigados. Multi-impressão digital 
obtida pelo planejamento estatístico de misturas. (■) CO2 atual não irrigado; (△) CO2 elevado 
não irrigado; (◄) CO2 elevado irrigado; (●) CO2 atual irrigado. 

 

Os resultados da ACP para a impressão digital UV de grãos de café obtidos com a 

mistura de etanol-diclorometano (ED) são mostrados na Fig. 3. Os escores para as duas 

primeiras componentes principais obtidas para os extratos de grãos de café de cafeeiros não 

irrigados são mostrados na Fig. 3A. Foi observada a formação de dois grupos ao longo do eixo 

da CP1. Os escores de grãos de café cultivados em CO2 elevado foram localizados no quadrante 

mais positivo e aqueles no nível atual de CO2 no quadrante mais negativo. Os gráficos dos 

loadings indicaram a diferenciação de bandas em torno de 232, 286-294 e 327 nm, responsáveis 

pelas formações dos grupos, com maior peso para os espectros de extratos de grãos de café de 

plantas cultivadas sob CO2 elevado (Fig. 3B). Esses comprimentos de onda são relacionados à 

absorvância de vários constituintes do café cru e representam os máximos de absorção espectral 

das bandas metabólicas (Fig. 3B). Essas bandas sugerem um perfil característico de compostos 

pertencentes à classe dos ácidos clorogênicos (ACG) [17,27,28]. No entanto, como a análise 

foi realizada em solução multi-metabólica, as faixas de bandas de 226-232 nm e 286 nm 
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também poderiam sinalizar a presença de diterpenos, como cafestol e caveol, respectivamente 

[17,15,29]. Portanto, esses metabólitos podem estar mais presentes em extratos de grãos de 

cafeeiros cultivados sob nível elevado de CO2 do que no atual, uma vez que os extratos dessas 

duas classes foram orientados em lados opostos da CP1. Mais dois grupos contendo uma menor 

parte dos espectros foram separados na CP2 (eixo da ordenada - CP2) (Fig. 3A). Um grupo foi 

formado pelos extratos de grãos coletados de plantas cultivadas sob CO2 elevado, com bandas 

em torno de 226 nm responsáveis por sua discriminação, enquanto um segundo grupo foi 

formado pelos extratos de grãos de plantas cultivadas no nível atual de CO2, com faixas 

características de ACG em torno de 246, 300 e 330 nm (Figs. 3A e 3B).  

Para as impressões digitais UV obtidas pela mistura binária ED para as árvores irrigadas, 

o gráfico de escores discriminou o nível atual e elevado de CO2, principalmente ao longo do 

eixo da primeira componente principal (Fig. 3C). Em contraste com as plantas não irrigadas, as 

bandas em torno de 226, 286-294 e 327 nm foram importantes para discriminar os extratos de 

café cru de árvores irrigadas sob o nível atual de CO2. Esse resultado sugere que cafestol, caveol 

e ACG podem estar presentes em maior quantidade sob o CO2 atual do que em níveis elevados 

de CO2 (Fig. 3D). 
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Fig. 3. Gráfico de escores e loadings da análise de componentes principais (ACP) para a 
impressão digital na região UV de grãos crus de C. arabica cultivados sob nível atual e elevado 
de CO2. Impressão digital obtida usando mistura binária etanol-diclorometano. A) Gráfico de 
escores para cafeeiro não irrigado; B) gráfico de loading da CP1 e CP2 para cafeeiros não 
irrigados; C) gráfico de escores para cafeeiro irrigado; D) gráfico de loading da CP1 e CP2 para 
cafeeiros irrigados. (■) CO2 atual não irrigado; (△) CO2 elevado não irrigado; (◄) CO2 elevado 
irrigado; (●) CO2 atual irrigado. 
 

Os escores da ACP realizadas com etanol puro (E) mostraram que os extratos de grãos 

de café de plantas não irrigadas cultivadas sob CO2 elevado foram agrupados principalmente 

devido aos valores positivos na CP1 e CP3 (Fig. 4A). Alguns desses extratos foram agrupados 

devido às bandas em torno de 216, 286-294, 328 nm para CP1 e 205 nm para CP3 (Fig. 4B). 

Para os extratos de grãos de café cultivados no nível atual de CO2, um grupo foi formado com 

escores negativos na CP1, orientado na direção oposta àqueles com CO2 elevado (Fig. 4A). 
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Como esperado, os extratos de etanol (Fig. 4) mostraram resultados semelhantes em 

comparação com os extratos de ED (Fig. 3), ou seja, os grãos de plantas cultivadas sob CO2 

elevado indicam ter maior abundância de ACGs e caveol do que os do nível atual de CO2. 

Alguns extratos de grãos cultivados nas condições atuais de CO2 foram localizados no escore 

positivo da CP1 (Fig. 4A), indicando que eles poderiam conter um maior teor de ACGs do que 

o restante de sua classe. No entanto, a maioria dos extratos de grãos de café com nível atual de 

CO2 foram localizados nos escores negativos da CP3 (Fig. 4A), em que bandas em torno de 226 

nm e 275 nm foram importantes. Bandas na região de 275 nm sugerem metilxantinas, 

provavelmente cafeína [30], exaustivamente estudada no café [31,23,32,33]. Vale ressaltar que 

a formação de diferentes grupos de extratos de uma mesma classe, extraídas com etanol puro, 

como também visto para a mistura binária ED de cafeeiros não irrigados (Fig. 3), pode ocorrer 

em virtude dos grãos serem provenientes de três camadas da árvore, onde receberam diferentes 

intensidades de luz. 

Em relação aos extratos etanólicos dos grãos de café de plantas cultivadas sob irrigação, 

há uma inversão dos resultados em relação aos das plantas não irrigadas (Fig. 4), como também 

foi mostrado pelos extratos ED (Fig. 3). Isto é, a maioria dos extratos etanólicos de grãos de 

café cultivados em nível atual de CO2 apresentou valores positivos para CP1 e CP3 (Fig. 4C). 

Em contraste com o que foi observado para plantas não irrigadas, os extratos proveninentes do 

nível atual de CO2 apresentaram bandas correspondentes a ACGs e caveol, importantes para a 

formação desse grupo de escores. Os loadings para os cafeeiros irrigados, mostradas na Fig. 

4D, são semelhantes às das árvores não irrigadas. A maioria dos extratos etanólicos oriundos 

de plantas cultivadas sob CO2 elevado foram localizados em escores negativos da CP3 (Fig. 

4C), para os quais as bandas em 226, bem como em torno de 282 nm, foram importantes para 

o agrupamento (Fig. 4D). A banda na região de 282 nm pode ser devido à presença de 
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compostos aromáticos, principalmente cafeína [34,35], trigonelina e aminoácidos aromáticos 

[36]. 

 

Fig. 4. Gráfico de escores e loadings da análise de componentes principais (ACP) para a 
impressão digital na região UV de grãos crus de C. arabica cultivados sob nível atual e elevada 
de CO2. Impressão digital obtida usando etanol puro. A) Gráfico de escores para cafeeiro não 
irrigado; B) gráfico de loadings da CP1 e CP3 para cafeeiros não irrigados; C) gráfico de 
escores de cafeeiro irrigado; D) gráfico de loadings da CP1 e CP3 de cafeeiros irrigados. (■) 
CO2 atual não irrigado; (△) CO2 elevado não irrigado; (◄) CO2 elevado irrigado; (●) CO2 atual 
irrigado. 
 

3.2 ANÁLISE EXPLORATÓRIA DOS REGIMES HÍDRICOS E ALTERAÇÕES 

METABÓLICAS 

 
Como etanol e a mistura binária ED foram os melhores solventes para discriminar os 

grãos cultivados em atmosferas atuais e enriquecidos com CO2, estes extratos foram usados 
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para avaliar a influência do regime hídrico nas impressões digitais metabólicas dos grãos de 

café cru na região UV. Os dados espectrais dos diferentes regimes hídricos foram investigados 

sob condições atmosféricas idênticas de CO2. Para os extratos etanólicos de café cultivados no 

nível atual de CO2, a ACP mostrou a discriminação entre espectros para grãos provenientes de 

diferentes condições da água. A maioria dos extratos de grãos crus de café sob irrigação 

apresentou valores mais positivos na CP1 (Fig. 5A). As bandas em torno de 216, 286-294 e 328 

nm (loadings dos escores positivos da CP1) indicaram que ACGs e caveol podem ter sido 

responsáveis por essa discriminação (Fig. 6). A maior parte dos extratos provenientes de 

cafeeiros não irrigados formaram um grupo no lado negativo da CP1 (Fig. 5A), sendo 

discriminada pelas menores abundâncias de ACGs e caveol (Fig. 6). 
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Fig. 5. Gráfico de escores da análise de componentes principais (ACP) para a impressão digital 
na região UV de grãos crus de C. arabica sob diferentes regimes hídricos: irrigados e não 
irrigados. Impressão digital obtida usando etanol puro. A) CP1 versus CP3 - CO2 atual; B) CP1 
versus CP2 – CO2 elevado; C) CP1 versus CP3 - CO2 elevado. (■) CO2 atual não irrigado; (△) 
CO2 elevado não irrigado; (◄) CO2 elevado irrigado; (●) CO2 atual irrigado. 
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Fig. 6. Gráfico de loadings da ACP para a impressão digital na região UV a partir dos extratos 
etanólicos de grãos crus de C. arabica cultivados no nível de CO2 atual sob condições não 
irrigada e irrigada. 
 

Para os grãos de café cultivados no nível de CO2 elevado, nenhuma formação de grupo 

espectral foi observada em relação aos dois regimes hídricos estudados (Fig. 5B e Fig. 5C) em 

oposição com o observado para os extratos de café em CO2 atual. Além disso, não foram 

encontradas formações ou possível discriminação de grupos nos extratos da mistura binária ED 

independente da atmosfera de CO2 (Fig. 7). 

A significância estatística dos efeitos do CO2 e da disponibilidade hídrica, bem como 

sua interação sobre os metabólitos, podem ser investigados usando várias abordagens, entre elas 

o ASCA. Com a disponibilidade de software em nosso laboratório, os cálculos ASCA foram 

feitos tanto para as impressões digitais obtidas em etanol puro quanto para as impressões 

digitais binárias em etanol-diclorometano. A aplicação do teste de permutação com 104 

permutações resultou em valores de p de 0,263 e 0,379 para CO2 e água para os extratos 
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etanólicos. Esses valores para os extratos da mistura binária ED foram 0,074 e 0,116, 

respectivamente; assim, não foram detectados efeitos principais significativos pelo método 

ASCA (p > 0,05). O efeito da interação entre os níveis de CO2 e água foi significativo acima 

do nível de confiança de 95% com valores de p de 0,011 para ambos os extratores (p < 0,05). 

 

 
Fig. 7. Gráficos de escores da análise de componentes principais para as impressões digitais na 
região UV de grãos crus de C. arabica cultivados sob dois níveis de dióxido de carbono e duas 
condições de regime hídrico. Impressão digital obtida usando mistura binária de etanol-
diclorometano. A) CP1 versus CP2 para cafeeiros não irrigados e irrigados no nível de CO2 
atual; B) CP1 versus CP3 para cafeeiros não irrigados e irrigados no nível de CO2 atual; C) CP1 
versus CP2 para cafeeiros não irrigados e irrigados no nível de CO2 elevado; D) CP1 versus 
CP3 para cafeeiros não irrigados e irrigados no nível de CO2 elevado. (■) CO2 atual não 
irrigado; (△) CO2 elevado não irrigado; (◄) CO2 elevado irrigado; (●) CO2 atual irrigado.
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4 DISCUSSÃO 

 
O real impacto das mudanças climáticas no crescimento, desenvolvimento, 

produtividade e qualidade de Coffea arabica poderá ser determinado após estudos exaustivos 

que interpretem as interações de vários fatores ambientais [37]. Um maior conhecimento sobre 

o desenvolvimento do café pode ser obtido através de estudos que associem a interação entre 

dois ou mais fatores ambientais. Por exemplo, o CO2 elevado tende a aumentar a temperatura 

global e, conseqüentemente, períodos de seca freqüentes e mais intensos ocorrem. Para 

sobreviver à essas mudanças ambientais, as plantas são pressionadas a adaptar e modificar sua 

fisiologia e morfologia, induzindo alterações metabólicas [31]. Um dos efeitos mais 

importantes associados ao aumento do CO2 atmosférico é o aumento da fotossíntese foliar, 

geralmente expresso pela redução da condutância estomática (gs), normalmente levando a 

menores taxas de transpiração e maior eficiência de uso da água (WUE, do inglês water use 

efficiency) [21].  

No café arábica (Coffea arabica L.), como em muitas outras espécies de plantas, os 

efeitos primários do CO2 elevado estão relacionados às respostas vegetativas incluindo altas 

taxas de fotossíntese foliar [3,14], gs não responsiva ou mais baixos em plantas jovens [3,22] 

ou aumento de gs com transpiração elevada e WUE melhorado em plantas adultas durante a 

estação seca [14]. Em nosso trabalho, foram observadas as respostas do mais importante 

sumidouro de carbono durante os estágios reprodutivos finais dos cafeeiros adultos, os grãos de 

café. Nosso objetivo é compreender as possíveis mudanças futuras no metaboloma dos grãos 

de café originários das plantas cultivadas sob seca e com níveis elevados de CO2. Durante o 

estágio de enchimento e maturação do café, as condições ambientais influenciam o acúmulo de 

compostos nos grãos, incluindo metabólitos primários e secundários [12].  

Analisando os extratos obtidos de grãos de café cru cultivados sob o nível de CO2 atual 

em plantas não irrigadas (regime de água de campo), a maioria das impressões digitais UV 
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apontou para uma menor quantidade de ACGs e caveol (Figs. 3B e 4B). Por outro lado, sob o 

CO2 elevado e a mesma condição de água, os grãos de café apresentaram maiores acúmulos de 

caveol e ACGs (Figs. 3B e 4B). Os grãos de café de árvores irrigadas sob os níveis atuais de 

CO2 apresentaram maior abundância de ACGs e caveol do que sob CO2 elevado (Figs. 3D e 

4D), os resultados são opostos aos encontrados em grãos crus de cafeeiros não irrigados. Além 

disso, no regime de água de campo explorado para as impressões digitais obtidas com etanol 

(Fig. 5), a baixa disponibilidade de água foi um fator limitante nas condições atuais de CO2 do 

ar. Com o aumento do CO2 a baixa disponibilidade de água não alterou a presença de caveol e 

ACGs, como ocorreu na condições de CO2 atual e seca, sugerindo que o conteúdo desses 

metabólitos secundários não seria modificado em futuras condições de seca com CO2 elevado 

[38]. Isso indica que a influência da irrigação tem um impacto maior nos grãos de café 

cultivados sob o nível atual de CO2 do que os cultivados em atmosfera elevada. Em plantas 

cultivadas com escassez de água e CO2 elevado ocorreu uma interação entre esses dois fatores 

ambientais, ajudando os metabólitos secundários dos grãos de café a lidar com as condições de 

seca. 

Sabendo que o suprimento de água afeta a qualidade do grão de café [39], nossos 

experimentos mostram que a disponibilidade hídrica pode ser um fator limitante, dependendo 

do nível de CO2 atmosférico, além de outros fatores possíveis como a temperatura. As 

limitações impostas pelo estresse hídrico não indicaram necessariamente alterações negativas 

na composição química do grão cru. Na estação seca o conteúdo de ACG nos grãos secos pode 

ser estimulado por déficit moderado de água (80% da irrigação total), mas sob condições 

severas de déficit (40% da irrigação total) o conteúdo da ACG diminuiu [40]. Sob atmosfera de 

CO2 atual o conteúdo de ACGs é maior nos grãos de café irrigado do que nos cafeeiros não 

irrigados [39].  

Em plantas de café não irrigadas as adaptações foliares induzem alterações metabólicas 
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resultantes de processos oxidativos mais intensos, o que poderia provocar deficiências 

nutricionais, senescência e abscisão prematuras [18]. Essas alterações metabólicas foliares são 

expressas através da presença de precursores como lactato, arginina e metionina, que podem 

provocar reduções expressivas na produtividade do fruto, bem como o envelhecimento 

prematuro da planta. Sob seca, a redução da feofitina a também é encontrada nas folhas de café 

[41]. 

Pesquisas envolvendo CO2 elevado e diferentes regimes de água sobre o conteúdo 

metabólico, como caveol e ACG, são escassos. Entretanto, o impacto do CO2 elevado e sua 

interação com o calor na composição química e na qualidade do grão de café durante os últimos 

quatro meses de maturação do café foram avaliados sob suprimento controlado de água em 

experimentos com vasos [31]. Sob condições térmicas elevadas foram observados níveis 

reduzidos de ácido 5-cafeoilquínico e cafeína. O CO2 elevado minimizou as variações nos 

ácidos cafeoilquínicos (ACQs) e no ácido caféico; atenuou as variações de 4-ACQ e trigonelina, 

também revertendo o nível de ácido p-cumárico [31]. Em nossos experimentos, o CO2 elevado 

forneceu um possível suporte às plantas de café, mitigando os efeitos negativos da seca no perfil 

de metabólitos secundários. A variação na concentração da maioria dos isômeros ACGs está 

relacionada ao estágio de amadurecimento do fruto; os frutos do café tendem a acumular 5-

CQA nos estágios imaturos, enquanto que durante o processo de amadurecimento sua 

quantidade diminui [42]. As correlações das bandas de absorção característica para ACGs, 

encontradas pelos loadings da ACP para os grãos cultivados sob irrigação com níveis atuais e 

elevados de CO2 podem estar envolvidas no processo de amadurecimento dos frutos (Figs. 3B 

and 4B). Os grãos de café cultivados com CO2 elevado atrasaram a maturação quando 

comparados aos grãos cultivados no nível de CO2 atual [43]. No entanto, quando os cafeeiros 

foram irrigados essa relação foi atenuada (Figs 3D and 4D). A mesma correlação entre as 

quantidades de ACGs e o amadurecimento de grãos pode ser verificada na discriminação de 
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impressões digitais devido à disponibilidade de água. Normalmente, a maturação dos grãos é 

acelerada devido ao déficit hídrico e, consequentemente, são esperadas concentrações mais 

baixas de ACGs [44]. A maior parte dos escores da ACP para os grãos de cafeeiros irrigados 

cultivados no nível de CO2 atual correlacionou-se com as bandas de absorção características 

para ACGs (Fig. 5A e Fig. 6). Notavelmente, quando submetido à atmosfera com CO2 elevado 

essa relação causada pelo déficit no suprimento de água não foi encontrada (Fig. 5A e 5B). 

O conteúdo de diterpenos é sujeito à influência de fatores ambientais e desempenha um 

papel importante no crescimento e sobrevivência das plantas [42]. Nos grãos de café verde esses 

diterpenos, como cafestol e caveol, atuam indiretamente na defesa das células contra o estresse 

oxidativo e contra substâncias xenobióticas [45]. O conteúdo de cafestol é reduzido em grãos 

provenientes de CO2 elevado sob seca em comparação com as condições atuais de CO2 (Figs. 

4A and 4B), podendo indicar atraso na floração e, consequentemente, atraso na maturação sob 

CO2 elevado, mas sem afetar a qualidade geral da bebida [43].  

Outra consideração importante encontrada nas Figs. 3, 4 e 5 estão relacionadas à 

dispersão dos escores nos gráficos da ACP. Essa dispersão está correlacionada com a posição 

de coleta dos frutos sobre o perfil vertical da planta. Frutos oriundos das posições mais baixas 

(sombreadas) receberam menor incidência solar (segunda camada, Fig. 1), enquanto frutos nas 

posições mais altas receberam maior incidência solar (terceira e quarta camada, Fig. 1). Os 

grãos das camadas sombreadas têm maiores concentrações de cafeína e ACGs do que os 

expostos à radiação direta do sol, que acumulam mais açúcares redutores e lipídios [46]. Esse 

padrão de discriminação também é encontrado nas folhas de C. arabica sob diferentes 

condições de CO2 [15], regimes de água [47] e sob diferentes estágios fenológicos dos cafeeiros 

[48].  

As respostas metabólicas discutidas anteriormente foram obtidas através da análise de 

extratos de etanol puro e misturas binárias de etanol-diclorometano. Provavelmente, os demais 
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extratos obtidos do planejamento de mistura conteriam outras informações do que as discutidas 

nesta seção [17]. Porém, é necessário deixar claro que os extratos E e ED continham as 

principais informações químicas relacionadas às diferenças entre as condições de cultivo (Fig. 

2). A maximização da diferença química entre as classes é a principal vantagem do uso de multi-

impressões digitais obtidas pelo planejamento de misturas. Para uma única amostra, diferentes 

combinações de perfis químicos são alcançados. Consequentemente, melhores domínios 

experimentais do metaboloma da planta são investigados, inferindo a importância de 

planejamentos estatísticos de mistura associados às técnicas espectrais de fácil manuseio e custo 

relativamente baixo como foi o caso da espectrofotometria UV-Vis.
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5 CONCLUSÃO 

 
O planejamento estatístico de misturas e impressões digitais espectrais na região UV de 

extratos de grãos de Coffea arabica cultivados sob níveis atmosféricos elevado e atual de CO2 

e diferentes regimes hídricos simularam os potenciais efeitos sobre os metabólitos devido à 

futura mudança climática. O delineamento de misturas foi importante para determinar a 

composição do solvente capaz de extrair os metabólitos que exibem as diferenças mais 

significativas nos níveis dos fatores estudados. A ACP do extrato em etanol puro e da mistura 

binária etanol - diclorometano mostrou clara discriminação entre os grãos cultivados em 

diferentes concentrações atmosféricas de CO2 sob os diferentes regimes de água. A 

disponibilidade de água demonstrou ser um fator limitante para o conteúdo de metabólitos 

apenas no nível de CO2 atual, sugerindo que grãos de café em ambientes com CO2 elevado 

podem ter sucesso metabólico para enfrentar secas futuras mais frequentes. Maiores 

quantidades de ácidos clorogênicos e caveol foram observadas em grãos de plantas não 

irrigadas cultivadas com CO2 elevado e irrigadas no nível atual de CO2. Verificou-se que os 

grãos cultivados no nível de CO2 atual não irrigados e no nível de CO2 elevado irrigados 

continham mais metilxantinas, implicando mais cafeína, ao contrário do observado nas folhas 

de Coffea arabica [15]. O planejamento de misturas e as impressões digitais a partir de 

espectros de UV-Vis, facilmente adquiridos, combinadas com métodos quimiométricos formam 

uma estratégia eficaz para o estudo de alterações metabólicas devido à mudanças ambientais
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CAPÍTULO 3 

 

“Principais efeitos do aumento de CO2 atmosférico e da deficiência de água 

no solo nas impressões digitais de RMN de 1H em grãos de Coffea arabica 

através do planejamento fatorial e de misturas” 
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RESUMO 

A resposta metabólica das plantas de Coffea arabica em face da concentração atmosférica 
crescente de dióxido de carbono (CO2) combinada com a redução na disponibilidade de água 
no solo é complexa devido aos vários feedbacks (bio)químicos. Ferramentas analíticas 
modernas e o avanço experimental da ciência agronômica tendem a progredir na compreensão 
da complexidade metabólica das plantas. Neste trabalho, plantas de Coffea arabica foram 
cultivadas em um dispositivo de enriquecimento de dióxido de carbono ao ar livre delineado 
por um planejamento fatorial (22) considerando dois níveis de CO2 e dois níveis de 
disponibilidade de água no solo. Os efeitos dos níveis de CO2 e água no solo sobre as impressões 
digitais de RMN de 1H dos grãos foram investigados estrategicamente usando análise de 
componente principal (ACP), análise de variância (ANOVA) - análise de componente 
simultânea (analysis of variance - simultaneous component analysis, ASCA) e análise 
discriminante de mínimos quadrados parciais (partial least squares-discriminant analysis, 
PLS-DA). A partir do ASCA, o fator CO2 teve efeito significativo na mudança do perfil de 
RMN de 1H das impressões digitais. O fator considerando a disponibilidade de água no solo e 
a interação (CO2 × água) não foram significativos. As impressões digitais de RMN de 1H com 
análise ACP, ASCA e PLS-DA determinaram perfis espectrais para ácidos graxos, cafeína, 
trigonelina e de glicose com aumentos em grãos de CO2 atual, enquanto ácido quínico/ácidos 
clorogênicos, ácido málico e caveol/cafestol aumentaram em grãos de café sob elevado CO2. 
Os resultados do modelo PLS-DA revelaram um bom desempenho de classificação entre o 
efeito significativo dos níveis de CO2 atmosférico nas impressões digitais, independentemente 
das disponibilidades de água no solo. Finalmente, o modelo PLS-DA mostrou boa capacidade 
de previsão, classificando com sucesso o conjunto de dados de validação de grãos de café 
coletados ao longo do perfil vertical das plantas incluindo várias impressões digitais de 
diferentes solventes de extração. Os resultados desta investigação sugerem que a associação de 
planejamento fatorial, planejamento estatístico de mistura, ACP, ASCA e PLS-DA pode 
fornecer informações precisas sobre uma série de alterações metabólicas provocadas por 
mudanças climáticas em produtos de importância comercial, além de minimizar o trabalho extra 
necessário nas abordagens analíticas clássicas, incentivando o desenvolvimento de estratégias 
semelhantes. 
 
Palavras-chave: Mudanças climáticas; dióxido de carbono; Coffea arabica L.; planejamento 
estatístico de mistura; métodos quimiométricos; alterações metabólicas.
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1 INTRODUÇÃO 

 
A variação no clima da Terra depende de vários processos multivariados que envolvem 

a litosfera, hidrosfera e atmosfera (Ainsworth et al., 2020). Nas últimas décadas, graves 

mudanças climáticas vêm ocorrendo, em parte devido às emissões de dióxido de carbono (CO2) 

associadas à atividade industrial (Cernusak et al., 2019). As consequências das mudanças 

climáticas, como períodos de seca mais frequentes, temperaturas elevadas e elevações de gases 

atmosféricos, têm sido investigadas (Bazzaz, 1990; McGrath and Lobell, 2013; Nagelkerken 

and Connell, 2015; Rajashekar, 2018). A preocupação com o aumento da emissão de CO2 está 

relacionada às conseqüentes mudanças ambientais, como o aumento da temperatura do ar e 

mudanças no funcionamento das espécies vegetais e sua distribuição geográfica, que afetariam 

a economia agrícola. (Clapp et al., 2018). A reversão dessas ocorrências críticas depende de 

políticas públicas urgentes, da conscientização humana e de ações para minimizar as emissões 

de gases, retardar e prevenir mudanças climáticas e eventuais catástrofes. (International 

Renewable Energy Agency, 2010; Montzka et al., 2011). 

Considerando as respostas fisiológicas, morfológicas ou químicas dos sistemas 

vegetativos, muitos projetos de pesquisa investigam apenas o efeito de um único fator ambiental 

nessas respostas, raramente considerando as interações entre vários fatores ambientais e, 

portanto, podem não indicar a realidade de campo (Abdalla Filho et al., 2019; Marcheafave et 

al., 2020a). No cenário de estudos univariados, poucas interações foram detectadas nas 

respostas químicas e metabólicas das plantas devido às mudanças simultâneas nos níveis de 

CO2 e disponibilidade de água. A química analítica combinada com áreas agrícolas/biológicas 

pode ajudar a preencher essas lacunas de conhecimento. Estudos ambientais multivariados (ou 

seja, considerando n variáveis mudando simultaneamente em sistemas reais) são uma limitação 

prática para experimentação de campo. Nas últimas décadas, o Enriquecimento de Dióxido de 

Carbono ao Ar Livre (FACE, do inglês, Free-Air Carbon dioxide Enrichment) tem permitido 
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verificar as respostas das plantas aos efeitos e consequente interação de estresses ambientais 

como CO2, água e temperatura em sistemas de campo controlados (Pleijel and Högy, 2015; 

Rakocevic et al., 2018). Alguns estudos investigaram as respostas químicas (ou seja, mudanças 

metabólicas) de sistemas de cultivo sob distúrbios ambientais, embora tenham explorado os 

efeitos das mudanças ambientais (por exemplo, estresse nutricional, alta temperatura, CO2 

elevado) reportaram apenas quantificações metabólicas (Miyagi et al., 2017; Temme et al., 

2019). Estudar apenas alguns metabólitos, frequentemente complica a compreensão da resposta 

global do sistema metabólico dessas plantas e não define completamente a relação entre as 

várias perturbações ambientais que modificam o funcionamento dos órgãos. Para resolver esses 

desafios, metodologias multivariadas de impressão digital foram desenvolvidas e aprimoradas 

nas últimas décadas como uma ferramenta metabolômica por meio de técnicas 

espectroscópicas, espectrométricas e cromatográficas (Alonso et al., 2015; Gallo and Ferranti, 

2016). 

O metaboloma da planta é amplamente considerado o mais complexo do mundo vivo, 

devido à presença de metabólitos primários e especialmente secundários (Dunn and Ellis, 

2005). A impressão digital metabolômica por espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

de prótons (RMN de 1H) oferece a detecção de uma ampla variedade de metabólitos e fornece 

uma assinatura metabólica instantânea para o extrato vegetal (Kim et al., 2010). Essa assinatura 

pode estar relacionada as diferentes condições climáticas que as plantas podem estar submetidas 

durante seu desenvolvimento. Devido às grandes vantagens inerentes à técnica de RMN (Pontes 

et al., 2017), esta é usada atualmente como um dos principais métodos para definir controles de 

qualidade (Gall et al., 2004; Minoja and Napoli, 2014), procurar marcadores (Gebregiworgis 

and Powers, 2012), impressão digital (Locci et al., 2011; Porzel et al., 2014), entre outras 

aplicações. Na impressão digital metabólica baseada em RMN de 1H, quanto maior o número 

de espécies químicas presentes na assinatura, a robustez aumenta e o domínio experimental da 
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análise metabólica sob diferentes condições de cultivo de espécies vegetais torna-se mais 

informativo. 

Nosso grupo de pesquisa implementou o planejamento estatístico de misturas como uma 

ferramenta de preparação de amostra para extração e consequente impressão digital juntamente 

com várias técnicas espectroscópicas, espectrométricas e cromatográficas (Marcheafave et al., 

2020a, 2020b; Soares et al., 2018). A variação nas propriedades químicas de solventes puros e 

suas misturas fornecem impressões digitais com diferentes características e quando combinadas 

podem melhor representar a condição instantânea do metaboloma da planta quando comparadas 

a um único solvente ou mistura, resultando em conjuntos de dados mais complexos (Afonso et 

al., 2019; Tormena et al., 2019a). Após a aquisição das impressões digitais proveninentes do 

planejamento de misturas, o conjunto de dados metabolômicos complexos contém uma grande 

quantidade de deslocamentos químicos. Para determinar os efeitos dos fatores ambientais e suas 

interações na expressão do metaboloma, são necessários experimentos multifatoriais em 

campo, que por fim, aumentam as variações dentro do conjunto de dados espectrais (Jansen et 

al., 2005; Zwanenburg et al., 2011). Para definir os fatores ambientais que mais impactam a 

composição química do sistema, a análise de variância (ANOVA) - análise de componente 

simultânea (do inglês, analysis of variance - simultaneous component analysis; ASCA) é 

utilizada como ferramenta exploratória (Jansen et al., 2005). Além disso, métodos 

supervisionados, como análise discriminante por mínimos quadrados parciais (do inglês, partial 

least squares-discriminant analysis; PLS-DA), podem ser aplicados ao conjunto de dados, 

classificando as amostras devido ao efeito ambiental significativo e assim reduzir a 

complexidade da modelagem matemática. Portanto, o conjunto de todas essas ferramentas 

(planejamento estatístico de misturas, impressões digitais de RMN, ASCA e PLS-DA) supera 

uma série de dificuldades encontradas no processo de detecção de alterações químicas em 

sistemas metabólicos complexos, ampliando a faixa de variabilidade dos perfis químicos, 
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determinando estatisticamente os efeitos e interações significativas e classificando 

adequadamente as mudanças químicas devido às mudanças climáticas. 

Neste estudo, grãos verdes de Coffea arabica L. (café arábica) foram coletados no 

quarto ano de produção sob o experimento FACE em um planejamento fatorial (22) com níveis 

de CO2 atmosférico e disponibilidade de água no solo. Através do planejamento estatístico de 

misturas, impressões digitais de RMN de 1H, ACP, ASCA e PLS-DA, mudanças químicas 

significativas nos grãos de café devido à disponibilidade de água e níveis elevados de CO2 

podem ser determinadas com segurança. Os principais objetivos são: 1) aplicar o planejamento 

de mistura como uma ferramenta de preparação de amostra para aumentar a variabilidade 

espectral das impressões digitais de RMN de 1H; 2) usar ACP e ASCA para explorar e 

determinar quantitativamente a significância estatística dos efeitos principais e de interação nas 

impressões digitais de RMN de 1H de grãos de C. arabica para os experimentos de 

planejamento fatorial envolvendo dois níveis de CO2 atmosférico e duas disponibilidades de 

água no solo; 3) detectar as principais alterações metabólicas em grãos de C. arabica sob 

condições de seca e CO2 elevado a partir da classificação por PLS-DA e 4) testar a capacidade 

de predição deste modelo PLS-DA usando a variabilidade dos solventes de extração e diferentes 

localizações dos frutos sobre o perfil vertical dos cafeeiros.
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2 EXPERIMENTAL 

 

2.1 COLETA DE GRÃOS DE CAFÉ 

 

O dispositivo FACE com café arábica foi localizado na Embrapa Meio Ambiente, 

Jaguariúna (22°43′S, 47°01′W, 570 m de altitude), São Paulo, Brasil. O experimento FACE foi 

realizado em plantações de 7 hectares, limitado em 12 parcelas octogonais. Cada octógono 

continha quatro linhas de plantas, somando 44 plantas para cada parcela (Marcheafave et al., 

2020a; Tormena et al., 2019a; Tormena et al., 2019b). Os experimentos foram realizados entre 

25 de agosto de 2011 e 30 de junho de 2016. A injeção de CO2 puro foi limitada a seis parcelas 

de octógono, mantendo a concentração atmosférica em cerca de 590 µL L-1, que foi comparado 

a seis octógonos mantidos nas atuais condições de CO2 (390 µL L-1) (Fig. B1; anexo B). No 

último ano de produção do experimento, metade de cada octógono foi irrigada (iniciada em 

outubro de 2015 até o final de maio de 2016) e a outra metade foi mantida em regime de chuva 

(considerada seca), dependente do déficit de pressão de vapor e distribuição de chuva (Fig. B1). 

Cada baga de café pode conter um ou dois grãos. No quarto ano de produção da cultura 

do café arábica no âmbito do FACE (2015-2016), as bagas foram colhidas na segunda semana 

de maio de 2016 (indicado na Fig. B1), em estratificações de 50 cm de espessura dos perfis 

verticais do cafeeiro (Rakocevic and Matsunaga, 2018). A coleção de bagas continha frutas 

cereja e verdes juntas (Rakocevic et al., 2020). As bagas foram secas e beneficiadas, resultando 

em amostras de grãos bem formados.  

Para avaliar se os efeitos e/ou interação de dois fatores climáticos na impressão digital 

metabólica de grãos verde de C. arabica são estatisticamente significativos, os experimentos 

foram executados seguindo um planejamento fatorial completo de dois níveis com dois fatores 

(22) (Hibbert, 2012; Neto et al., 2010) (Tabela B1). Os fatores considerados foram os níveis de 
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dióxido de carbono atmosférico (1) e a disponibilidade de água no solo (2). Os níveis de dióxido 

de carbono foram atuais (-1) e elevados (1) e os níveis de água no solo foram sem (-1) e com 

(1) irrigação. 

 

2.2 REAGENTES 

 
Para extração reagentes de grau analítico, hexano, etanol, diclorometano (Anidrol, 

Diadema, Brasil) e éter etílico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), foram utilizados. Para a análise 

de RMN de 1H, foi usado dimetilsulfóxido-d6 (DMSO-d6, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 

com tetrametilsilano (TMS) como referência interna. 

 

2.3 PREPARAÇÃO DOS EXTRATOS 

 
Para maximizar a extração das classes metabólicas e obter um conjunto de impressões 

digitais que determinem as variações máximas decorrentes das mudanças ambientais, um 

planejamento estatístico de misturas com quatro componentes consistindo de etanol (E), 

diclorometano (D), hexano (H) e éter etílico (e) foi usado para planejar o processo experimental 

(Fig. 1). Para diversificar as interações químicas entre a matriz da planta e o solvente de 

extração, a seleção do solvente foi baseada no triângulo de seletividade de Snyder para 

solventes (Barwick, 1997). A extração foi realizada de acordo com Marcheafave (2020b). As 

extrações correspondem a quatro condições de cultivo das plantas de café de acordo com a 

Tabela B1. Os grãos foram coletados do perfil vertical total da planta e homogeneizados. O 

ponto central do planejamento de mistura foi realizado em triplicata, resultando em 17 extratos 

por condição de cultivo. O procedimento de extração ocorreu com 2,50 g de grãos crus moídos 

de C. arabica imersos em 60,0 mL de cada solvente por 60 min em banho de ultrassom Unique 

a 15 ºC. Após a filtração, esse procedimento foi repetido mais quatro vezes. O volume final de 
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300 mL do extrato foi evaporado em evaporador rotativo a vácuo Fisatom a 35 ºC seguido de 

circulação forçada de ar. Os extratos secos foram liofilizados (SP Scientific Virtis) e 

armazenados em ultrafreezer Coldlab a -70 ºC. 

 
Fig. 1. Planejamento estatístico de mistura para etanol (E), diclorometano (D), hexano (H) e 
éter etílico (e) usados na extração metabólica. 
 

2.4 MEDIDAS DE RMN DE 1H 

 
Para análise de RMN, 0,05 g de extrato liofilizado foi dissolvido por um misturador 

vórtice em 0,5 mL de DMSO-d6 com TMS a 25 ºC. Em seguida, o extrato solubilizado (100 g 

L-1) foi colocado em um tubo de RMN de 5 mm. As medições unidimensionais de RMN de 1H 

foram realizadas a 28 ºC em um espectrômetro Bruker modelo Avance III operando a 400 MHz 

equipado com uma sonda multinuclear de banda inversa (BBI, do inglês, broadband inverse) 

de 5 mm. Os espectros foram adquiridos com 64 varreduras, com tempo de aquisição de 10 

min, com 1 s de tempo de espera. Para cada amostra, a aquisição e o processamento dos 
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espectros de RMN de 1H foram realizados usando a sequência de pulso padrão Bruker (zg30). 

As análises foram processadas pelo software TopSpin 3.6.1 (Bruker). Os espectros de RMN de 

1H resultantes foram faseados manualmente, corrigidos na linha de base, referenciados ao TMS 

no deslocamento químico (δ) de 0,0 ppm e salvos no formato de arquivo de dados ‘.txt’ retendo 

32,768 pontos de dados por amostra. 

 

2.5 PROCESSAMENTO ESPECTRAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
Um planejamento fatorial completo de dois níveis com dois fatores (22) (Hibbert, 2012; 

Neto et al., 2010) foi delineado, considerando dois níveis de CO2 (atual (-1) e elevado (1)) e 

duas disponibilidades de água no solo (sem (-1) e com (1) irrigação). 

Para a análise multivariada, cada espectro de RMN de 1H no intervalo entre 0,0177 e 

10,9997 ppm foi segmentado em intervalos de deslocamento químico de 0,0006 ppm. O δ 

residual de água e DMSO nas regiões de 3,2867-3,4608 e 2,4703-2,5306 ppm, respectivamente, 

foram removidos, retendo 17.590 pontos de dados por amostra. Assim, o conjunto de dados foi 

organizado em uma matriz de 68 extratos (17 extratos para cada condição ambiental listada na 

Tabela B1) × 17.590 ppm obtidos por RMN. As ferramentas quimiométricas foram aplicadas à 

matriz de dados contendo as impressões digitais espectrais, mas antes de construir modelos os 

dados foram pré-processados de forma adequada para cada método multivariado. O 

escalonamento de Pareto foi aplicado aos dados espectrais para a ACP (Sarabhai and Centre, 

1990) e ASCA (Jansen et al., 2005; Smilde et al., 2005). Para o PLS-DA (Barker and Rayens, 

2003) os espectros foram normalizados (inf-Norm, máximo = 1). Após, o filtro de Correção 

Ortogonal de Sinal (OSC, do inglês, Orthogonal Signal Correction) foi usado (Wold et al., 

1998). Por fim, os espectros foram centrados na média antes de qualquer análise multivariada. 

A estratégia de análise experimental e quimiométrica é resumida na Fig. 2. 
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Fig. 2. Estratégia experimental e análise de dados. Efeitos dos fatores da mudança climática em grãos de Coffea arabica coletados de plantas 
cultivadas em dispositivo de Enriquecimento de Dióxido de Carbono ao Ar Livre (FACE). Delineamento fatorial do experimento: 1-para grãos de 
café cultivados sob CO2 atual (-) e sem irrigação (-); 2-CO2 atual (-) e com irrigação (+); 3-CO2 elevado (+) e sem irrigação (-); e 4-CO2 elevado 
(+) e com irrigação (+) para extração metabólica usando planejamento estatístico de mistura com quatro componentes. Aquisição de impressões 
digitais por ressonância magnética nuclear de prótons (RMN de 1H). Análise exploratória de impressões digitais por Análise de Componentes 
Principais (ACP) e determinação de efeitos e interações por Análise de Variância (ANOVA) - Análise de Componentes Simultâneos (ASCA). 
Classificação de impressões digitais com base em efeitos significativos por análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA). A 
estrutura da matriz foi baseada em um planejamento fatorial completo de dois níveis com dois fatores (22). 
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A ACP foi usada para explorar a adaptação de plantas de C. arabica aos efeitos do CO2 

e da disponibilidade de água do solo, com base no metaboloma do grão verde. ACP é uma 

ferramenta valiosa para a exploração, revelando fontes dominantes de variância nos dados 

observados, sendo frequentemente usada para impressões digitais metabólicas (Chen et al., 

2008; Worley and Powers, 2013). Esse método fornece uma compreensão preliminar dos efeitos 

provocados em muitas classes de metabólitos e permite a visualização de informações 

pertinentes do conjunto de dados com apenas alguns componentes principais. 

ASCA é uma técnica exploratória para a análise de dados multivariados resultantes de 

um planejamento experimental (Jansen et al., 2005; Luca et al., 2016; Olmos et al., 2019; 

Smilde et al., 2005). ASCA usa um modelo ANOVA para primeiro decompor a matriz de dados 

observada em uma série de matrizes de efeitos aditivos, de acordo com o planejamento 

experimental. Em seguida, um modelo ACP é ajustado para cada matriz de efeito para extrair e 

avaliar a contribuição de cada fator experimental (Saccenti et al., 2018; Timmerman et al., 

2015). Portanto, um modelo ASCA pode ser explorado e interpretado como um modelo ACP 

padrão (Saccenti et al., 2018). Neste trabalho, o ASCA foi aplicado para avaliar estatisticamente 

a significância dos efeitos dos fatores do planejamento fatorial (níveis de dióxido de carbono e 

disponibilidade de água no solo) e sua interação nas mudanças espectrais dos grãos de C. 

arabica. Para estimar a significância de cada fator, os valores-p foram calculados com base no 

teste de permutação (Vis et al., 2007). Mais informações podem ser encontradas em Hoefsloot 

et al. (2009). 

PLS-DA é uma técnica quimiométrica discriminante que estabelece uma regressão 

linear entre uma matriz independente (X), que são as respostas analíticas, e a matriz ou vetor 

dependente (Y ou y, respectivamente), que contém variáveis indicando a classe para a qual cada 

amostra pertence (Barker and Rayens, 2003; Bevilacqua et al., 2013; Miaw et al., 2018). No 

vetor dependente (y), como no caso deste estudo, o valor 1 é atribuído à amostra que pertence 
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a uma determinada classe e o valor 0 à outra classe. O método PLS-DA foi usado para 

discriminar os espectros de RMN de 1H entre grãos de C. arabica cultivados sob CO2 

atmosférico elevado e atual e para avaliar o efeito deste fator sobre a impressão digital. Neste 

trabalho, sensibilidade, especificidade, precisão, eficiência e coeficiente de correlação de 

Matthews (MCC, do inglês, Matthews correlation coefficient) foram usados para avaliar os 

modelos de classificação obtidos. Mais detalhes podem ser encontrados em Oliveira et. al. 

(2020), Garreta-Lara et. al. (2018) and Chao et. al. (2014). A seleção do número ótimo de 

variáveis latentes no PLS-DA foi feita usando o critério de menor erro quadrático médio de 

validação cruzada (RMSECV, do inglês, root mean square error of cross-validation) para as 

amostras de calibração obtidas pelo método venetian blinds. 

 

2.6 TESTE DE CAPACIDADE DE PREVISÃO DO MODELO PLS-DA 

 
Testamos a capacidade de previsão do modelo PLS-DA para os efeitos de dois níveis 

de CO2 e duas disponibilidades de água do solo nos perfis metabólicos do grão de café. Esse 

teste foi realizado usando um conjunto de dados que não fazia parte do conjunto de dados inicial 

usado para construir o modelo PLS-DA. Os dados foram coletados a partir de amostras de 

quatro camadas de 50 cm de espessura do perfil vertical dos cafeeiros, como um teste para 

avaliar a variabilidade ambiental inerente à localização da produção sobre a arquitetura da 

planta. 

Usando o modelo preditivo PLS-DA construído, 22 novas extrações foram realizadas 

usando apenas grãos coletados de plantas de C. arabica cultivadas no nível de CO2 atual. Essas 

extrações foram realizadas selecionando aleatoriamente os solventes de extração do 

planejamento estatístico de mistura para avaliar o efeito do solvente na classificação correta 

dessas amostras por meio de impressões digitais de RMN de 1H. As informações sobre as 

camadas de grãos de café e solventes usados são indicadas na Tabela B2. 
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2.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
O tratamento dos dados e a análise quimiométrica foram realizados com o software 

Matlab 2016b® (The MathWorks Inc., Natick, EUA), utilizando ferramentas do PLS toolbox 

8.7® (Eigenvector Research Inc., Manson, WA, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Dois níveis de CO2 e duas disponibilidades de água no solo foram explorados 

inicialmente pelo método de análise não supervisionada, neste caso por ACP, realizada em 

espectros de RMN de 1H para observar as diferenças naturais entre os grãos de C. arabica e as 

relações entre variáveis e classes. De acordo com a Fig. 3a, a componente principal 1 (CP1) 

explicou 37,04% da variância total, e CP3 foi responsável por 10,52% da variância dos dados. 

Não foi possível fazer a distinção entre os fatores experimentais de cultivo estudados em relação 

a CP1, talvez devido às diferentes proporções dos metabólitos extraídos de acordo com os 

solventes e suas características e/ou variação natural entre as diferentes amostras. Ao longo da 

CP3, a formação de dois clusters pode ser encontrada, um grupo de escores caracterizando a 

maioria dos grãos de café sob CO2 elevado no lado negativo e CO2 atual no lado positivo. 

Os resultados dos escores da ACP mostraram que o fator CO2 teve relevância no perfil 

espectral de RMN de 1H nos grãos de C. arabica, e isso foi devido às mudanças nas respostas 

dos metabólitos frente ao estresse ambiental. (Fig. 3b). Os sinais em 1,16; 1,22; 3,22; 3,87; 

5,18-5,19 ppm; e 8,00 ppm tiveram valores positivos ao longo da CP3, como mostrado na Fig. 

3b e são relacionados aos grãos de C. arabica cultivadas sob CO2 atual. A região dos picos em 

torno de 1,16 e 1,22 ppm pode estar associada à presença de ácidos graxos (Barison et al., 2010; 

Consonni et al., 2012; Knothe and Kenar, 2004; Toci et al., 2018), que são constituintes comuns 

em grãos de café (Scholz et al., 2018). Alguns picos presentes nos espectros originais (não 

mostrados) reforçaram a presença de ácidos graxos, como aqueles em 0,9; 2,3 e 2,7 ppm 

(Barison et al., 2010; Knothe and Kenar, 2004). Os picos na região entre 3,22 e 3,87 ppm 

sugerem um perfil de cafeína (Bosco et al., 1999; del Campo et al., 2010; Toci et al., 2018), 

uma vez que os espectros originais apresentam um pico em 3,50 ppm, possivelmente produzido 

pelos três grupos N-metil. Além disso, o pico em 7,85 ppm provavelmente corresponde a um 
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próton aromático (del Campo et al., 2010). O loading em 8,00 ppm (Fig. 3b), pode corresponder 

a trigonelina, sendo suportado pela presença de um tripleto na região de 8,00 ppm, dois dupletos 

em 8,78 e 8,87 ppm e um singleto a 9,21 ppm, correspondendo a prótons aromáticos, enquanto 

o sinal em torno de 4,36 ppm está relacionado ao grupo N-metil, observado nos espectros 

originais dos extratos de alguns solventes extratores (del Campo et al., 2010; Toci et al., 2018). 

Os picos em 5,18-5,19 ppm podem ser devido à presença de glicose (Abreu et al., 2018; 

D’Agostina et al., 2004; Hatzakis, 2019; Wei et al., 2014), uma vez que esta região é típica dos 

hidrogênios anoméricos (D’Agostina et al., 2004). 

O gráfico de loadings da CP3 mostrou os picos que contribuíram para o agrupamento 

de grãos de C. arabica obtidos de plantas cultivadas sob elevado CO2 (Fig. 3b). Os valores de 

loadings negativos apontaram os sinais em 2,08; 2,54; e 5,75 ppm. Neste caso, o pico em 2,08 

ppm indicou compostos pertencentes às classes de ácido quínico/ácido clorogênico (ACG) 

(Consonni et al., 2018; Wei et al., 2011, 2010). O sinal em 2,54 ppm também pode estar 

relacionado a ácidos orgânicos, como o málico (Aguilera-Sáez et al., 2019; Wei et al., 2010), 

que está presente no café verde (Clarke and Vitzthum, 2001). Finalmente, o sinal em 5,75 ppm 

pode ser atribuído aos diterpenos como caveol ou cafestol, presentes nos grãos de C. arabica 

(Medina et al., 2017; Monakhova et al., 2015; Okaru et al., 2020; Toci et al., 2018). Essa 

atribuição foi reforçada pelo deslocamento químico em 4,20 ppm encontrado nos espectros 

originais, conforme relatado por Williamson and Hatzakis (Williamson and Hatzakis, 2019). 
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Fig. 3. A) Gráfico de escores da análise de componente principal (ACP) de impressões digitais 
de RMN de 1H de grãos de Coffea arabica obtidas de plantas cultivadas em um dispositivo de 
Enriquecimento de Dióxido de Carbono ao Ar Livre (FACE) delineado por um planejamento 
fatorial completo de dois níveis com dois fatores: níveis de CO2 (elevado e atual) e duas 
disponibilidades de água no solo (com e sem irrigação) e B) Grafico de loadings da CP3. 
 

Para verificar se os dois fatores experimentais e sua interação binária têm um efeito 

significativo nas mudanças das impressões digitais espectrais de RMN de 1H, um modelo 

ASCA com interação foi realizado. A variabilidade na matriz espectral foi particionada pelo 

ASCA, sendo que a variância total do sinal espectroscópico do RMN foi de 5,1% para o fator 

CO2, 1,2% para o fator disponibilidade de água no solo, 1,6% para a interação (CO2 × água), e 

92% para os resíduos (Tabela 1). O modelo mostrou que o fator CO2 foi significativo com p-

valor igual a 0,0042, baseado no teste de permutação, que utilizou 10.000 randomizações. A 

disponibilidade de água no solo e a interação dióxido de carbono × disponibilidade de água no 

solo não foram significativas, com valores de p maiores que 0,05, conforme mostrado na Tabela 

1.  
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Tabela 1. Resultados do modelo ASCA para os efeitos de dois níveis de CO2 (atual e elevado) 
e dois níveis de disponibilidade de água no solo (com e sem irrigação) nas impressões digitais 
do grão de Coffea arabica obtidas com análise espectral de RMN de 1H. Valores de p < 0,05 
são marcados em negrito. 

 CPs Efeito (%) p-valor 

Níveis de CO2 1 5,1 0,0042 

Disponibilidade de água no solo 1 1,2 0,4846 

Interação (CO2 × água) 1 1,6 0,3067 

Resíduo  92,0  

 
 

Os gráficos de escores e loadings do submodelo ACP, obtidos por análise ASCA, 

correspondente aos grãos de C. arabica de plantas cultivadas sob os dois níveis de CO2 são 

ilustrados na Fig. 4 e mostram uma clara separação para os dois níveis de CO2 atmosférico. A 

maioria dos escores relativos aos grãos de café sob o nível atual de CO2 teve valores positivos, 

enquanto os escores daqueles cultivados sob CO2 elevado apresentou valores negativos (Fig. 

4a). Os loadings dos modelos (Fig.4b) podem ser usados para relacionar as mudanças em certas 

regiões espectrais do RMN de 1H aos efeitos do fator de CO2 atmosférico, ou seja, elucidar as 

variáveis espectrais mais sensíveis a este efeito. Os sinais mais relevantes, de acordo com os 

picos dos loadings para os grãos de C. arabica obtidos de plantas cultivadas na atmosfera atual 

de CO2, foram em regiões associadas aos ácidos graxos (1,16 e 1,22 ppm) (Barison et al., 2010; 

Consonni et al., 2012; Knothe and Kenar, 2004; Toci et al., 2018); cafeína (3,22 e 3,87 ppm) 

(Bosco et al., 1999; del Campo et al., 2010; Toci et al., 2018); glicose (5,18-5,19 ppm) (Abreu 

et al., 2018; D’Agostina et al., 2004; Hatzakis, 2019; Nunes et al., 2008; Wei et al., 2014); 

trigonelina (4,43 e 8,00 ppm) (del Campo et al., 2010; Toci et al., 2018), e picos em 5,31 e 6,28 

ppm, que sugerem compostos pertencentes à classe dos ácidos clorogênicos (Wei et al., 2010). 

Para os grãos de C. arabica obtidos de plantas cultivadas sob CO2 elevado, os sinais de RMN 

de 1H foram relacionados ao ácido quínico/ACGs (2,08ppm) (Consonni et al., 2018; Wei et al., 

2011, 2010); ácido málico (2,54 ppm) (Wei et al., 2010) e diterpenos (5,75 ppm) (Medina et 
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al., 2017; Monakhova et al., 2015; Okaru et al., 2020). Esses são essencialmente os mesmos 

valores de loadings indicados pela ACP. 

 

Fig. 4. Análise ASCA das impressões digitais de RMN de 1H de grãos de Coffea arabica 
cultivados em um dispositivo de Enriquecimento de Dióxido de Carbono ao Ar Livre (FACE) 
e delineada em um planejamento fatorial com dois níveis de CO2 (atual e elevado) e duas 
disponibilidades de água no solo (com e sem irrigação). A) Gráfico de escores para o efeito da 
concentração de CO2 com resíduos projetados e B) Gráfico de loadings da CP1 
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Com base nos modelos ACP e ASCA, o método de reconhecimento supervisionado de 

padrões, PLS-DA, foi aplicado para correlacionar as mudanças dos espectros de RMN de 1H 

dos grãos obtidos de plantas cultivadas sob os dois níveis de CO2, para verificar as bandas 

coincidentes com as indicadas pelos modelos mencionados anteriormente. Quatro variáveis 

latentes (VL) foram necessárias para construir o modelo ideal, representando 66,9% da 

variância explicada em X e 80,6% da variância de y. Um bom desempenho de classificação foi 

alcançado com sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos) e especificidade (taxa de 

verdadeiros negativos) de 100% para ambas as classes. A exatidão, que mostra a proporção de 

amostras identificadas corretamente, que nos conjuntos de testes foram iguais a 100%, bem 

como o índice de eficiência que combina todas as informações transportadas pela sensibilidade 

e especificidade. O coeficiente de correlação de Matthews dá uma visão geral do 

comportamento do modelo e foi igual a 1,0, mostrando uma classificação muito boa para as 

amostras. Os resultados da validação, por validação cruzada, também foram satisfatórios, uma 

vez que o desempenho da classificação não diminuiu significativamente. Ou seja, sensibilidade 

igual a 93,9% e 100% para as classes atual e elevada, respectivamente; precisão e eficiência 

igual ou superior a 97% e MCC igual a 0,94. 

Os escores PLS-DA da primeira variável latente mostraram a formação de dois grupos 

distintos. Os grãos de C. arabica obtidos de plantas cultivadas sob condições elevadas de CO2 

têm valores positivos, enquanto aqueles no nível atual são negativos (Fig. 5a). O gráfico de 

loadings mostra as regiões de RMN de 1H que contribuem para a diferenciação entre as classes 

(Fig. 5b). Sinais relativos ao ácido quínico/ACGs (2,08 ppm) (Consonni et al., 2018; Wei et al., 

2010); ácido málico (2,54 ppm) (Wei et al., 2010) e caveol (5,75 ppm) (Medina et al., 2017; 

Monakhova et al., 2015; Okaru et al., 2020) caracterizaram grãos de C. arabica de plantas 

cultivadas sob CO2 elevado (Fig. 5b). Os mesmos metabólitos indicados por ACP e ASCA 

também foram responsáveis pela discriminação de grãos de C. arabica de plantas cultivadas 
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sob o CO2 atual, ou seja, os ácidos graxos (1,16 e 1,22 ppm) (Barison et al., 2010; Consonni et 

al., 2012; Knothe and Kenar, 2004; Toci et al., 2018), cafeína (3,22, 3,50 e 3,87 ppm) (Bosco 

et al., 1999; del Campo et al., 2010; Toci et al., 2018), glicose (5,18-5,19 ppm) (Abreu et al., 

2018; D’Agostina et al., 2004; Hatzakis, 2019; Nunes et al., 2008; Wei et al., 2014) e trigonelina 

(4,43 and 8,00 ppm) (Barison et al., 2010; Toci et al., 2018). A importância da variável química 

na projeção (VIP, do inglês, variable importance in projection) acima do limite de 1,0 indica a 

contribuição espectral significativa para o modelo PLS-DA. (Fig. B2). Dentre as diversas 

regiões apontadas pelos escores VIP, a maioria também foi apontada pelos loadings do PLS-

DA.  
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Fig. 5. Análise discriminante por mínimos quadrados parciais (PLS-DA). A) Gráfico de escores 
das impressões digitais de RMN de 1H de grãos de Coffea arabica obtidas de plantas cultivadas 
em um dispositivo de Enriquecimento de Dióxido de Carbono ao Ar Livre (FACE) sob dois 
níveis de CO2 (atual e elevado); B) Gráfico de loadings para VL1. 
 

Novas amostras foram preparadas e investigadas para testar a capacidade de predição 

do modelo PLS-DA para os dois níveis de CO2 e duas disponibilidades de água no solo. Todas 

as amostras foram classificadas como cultivadas sob CO2 atual, independentemente dos 

solventes de extração e do perfil vertical da planta em que os grãos foram coletados. (Fig. 6). 
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Além disso, o modelo também mostrou a importância do fator CO2, que apresentou bons 

parâmetros de classificação 

 
Fig. 6. Inclusão de grãos de Coffea arabica coletados ao longo do perfil vertical de plantas 
cultivadas sob CO2 atual nas previsões do modelo PLS-DA de impressões digitais de RMN de 
1H e classificação dos dois grupos de amostras. 
 

Como se sabe, o aumento do CO2 atmosférico pode atuar mitigando os efeitos de 

estressores abióticos, como temperatura elevada ou seca (Marcheafave et al., 2020b; Ramalho 

et al., 2018). Em plantas de C. arabica, o elevado CO2 atmosférico influencia as taxas de 

fotossíntese foliar (Damatta et al., 2016; Rakocevic et al., 2018), área foliar (Rakocevic and 

Matsunaga, 2018), condutância estomática (Ghini et al., 2015; Rakocevic et al., 2018), 

eficiência do uso da água (Rakocevic et al., 2018), entre outros, mas vale ressaltar que diferentes 

genótipos de café podem responder de maneira particular quanto a este efeito. (Ghini et al., 

2015; Martins et al., 2016; Ramalho et al., 2013; Scotti-Campos et al., 2019). Especificamente 

em grãos crus de café, ainda existem poucos dados sobre o impacto nas mudanças metabólicas 

em resposta ao enriquecimento de CO2 em relação ao nível atual. Além disso, poucos 

pesquisadores encontraram um efeito de mitigação de CO2 sobre a seca na composição química 

dos grãos de C. arabica. Recentemente, foi detectada a interação entre as concentrações 

atmosféricas de CO2 e os fatores de disponibilidades de água no solo, que podem ser 

configurados como mitigação da seca, por meio de impressões digitais metabólicas espectrais 
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na região do UV para grãos de C. arabica (Marcheafave et al., 2020b). Nessa região espectral, 

bandas de grupos cromóforos são fortemente sobrepostas e poucos metabólitos podem ser 

detectados ou caracterizados com base em perfis espectrais de espécies químicas. Como poucas 

espécies químicas foram detectadas pelo perfil de UV, provavelmente, estas foram as principais 

responsáveis pelo efeito de mitigação. Embora a interação entre a disponibilidade de água e 

CO2 seja importante no processo de mitigação da seca no cafeeiro, não foi evidenciada pelos 

resultados de RMN de 1H. A análise espectral de RMN de 1H, tem a capacidade de analisar a 

identidade, estrutura, concentração e comportamento de inúmeras moléculas simultaneamente 

devido à sua ampla janela de deslocamentos químicos. Em comparação com os espectros de 

UV dos extratos da mistura binária de etanol-diclorometano e etanol puro (Marcheafave et al., 

2020b), as impressões digitais provenientes do planejamento de mistura de RMN de 1H 

fornecem uma maior variedade de informações sobre as classes de metabólitos. Talvez por isso 

os compostos correspondentes aos sinais de RMN, discutidos nesta pesquisa, tenham 

respondido significativamente ao efeito do CO2, mas não para a água e sua interação (CO2 × 

água). 

Métodos quimiométricos distintos aplicados aos espectros de RMN de 1H mostraram 

que o CO2 atmosférico teve um efeito proeminente nas mudanças metabólicas em grãos crus de 

café. Os deslocamentos químicos de RMN de 1H contidos nos loadings (Figs. 3b, 4b, 5b) 

fornecidos por ACP, ASCA e PLS-DA, mostraram bandas espectrais coincidentes para a 

discriminação de grãos de café nos dois níveis de CO2. Isso sugere que os metabólitos 

correspondentes, ácido quínico/ACGs, ácido málico e caveol, podem ser usados como 

potenciais marcadores dos efeitos produzidos por um nível de CO2 elevado. 

Deslocamentos químicos característicos para cafeína e trigonelina em grãos de C. 

arabica foram encontradas em plantas cultivadas sob CO2 atual, indicando que esses grãos 

podem fornecer bebidas mais energéticas em comparação com aqueles em condições de CO2 
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elevado. A quantidade de cafeína e trigonelina também foi menor em grãos de plantas 

cultivadas sob elevado CO2 e expostas a temperaturas elevadas nos últimos estágios de 

maturação dos frutos. (Ramalho et al., 2018). Ambos os metabólitos contribuem para a 

percepção geral do aroma tanto dos grãos de café torrados quanto da bebida de café, sendo que 

a cafeína influencia a percepção de intensidade, corpo e amargor da bebida (Sunarharum et al., 

2014). Embora a trigonelina também seja um precursor de compostos de sabor/aroma no café 

e sofra degradação significativa durante a torra, altos teores de trigonelina e seus derivados 

voláteis, especialmente pirróis, foram relatados para cafés de baixa qualidade (Farah et al., 

2019). Os sinais de ácidos graxos também discriminaram grãos de C. arabica coletados de 

plantas cultivadas sob CO2 atual, assim os ácidos graxos não são prevalentes em grãos 

cultivados em uma atmosfera de CO2 elevado. O aumento da participação de frutas verdes no 

cafeeiro e menores concentrações de lipídios nestes grãos (nas quais os ácidos graxos fazem 

parte) são detectadas sob níveis de CO2 elevados em comparação aos níveis normais (Rakocevic 

et al., 2020), sugerindo florescimento tardio ou amadurecimento prolongado.  

Por último, a região da glicose também foi importante para a discriminação com sinais 

positivos para grãos de plantas cultivadas sob o CO2 atual (Figs. 3b, 4b, 5b). Sob CO2 elevado, 

normalmente ocorre o aumento na concentração de carboidratos não estruturais totais (amido, 

frutano, sacarose, etc.), visto nas folhas de várias espécies de plantas (Poorter et al., 1997). 

Esses carboidratos são usados para produzir todas as cadeias de carbono nas plantas, incluindo 

metabólitos primários e secundários, usando a glicose necessária para as estruturas químicas 

das moléculas e também para a produção de NAD(P)H e ATP para conduzir as várias reações 

biossintéticas. A glicose livre tende ser mais abundante nos grãos de café nos níveis atuais, em 

vez de CO2 elevado, o que poderia ser atribuído a maior glicose necessária para a produção de 

NAD(P)H e ATP no amadurecimento avançado dos frutos (Rakocevic et al., 2020). 
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A região com sinais característicos para o ácido quínico, indicada pelos loadings, para 

grãos cultivados sob níveis elevados de CO2 pode ser decorrente do processo de 

amadurecimento (Figs. 3b, 4b, 5b). A presença desse sinal de ácido quínico pode indicar a 

presença de compostos com estruturas semelhantes, como a classe do ácido clorogênico, já 

conhecida e bem estabelecida em grãos de café crus (Zanin et al., 2016). Os grãos de café de 

plantas cultivadas sob CO2 elevado tiveram maturação atrasada em comparação com os grãos 

cultivados no nível atual de CO2 (Rakocevic et al., 2020), o que justificaria uma maior 

sensibilidade desses sinais em amostras cultivadas nesta condição atmosférica. O ácido málico 

também discriminou os grãos de café cultivados sob CO2 elevado. Esse ácido orgânico está 

presente nas fases de desenvolvimento dos grãos de café e durante a maturação sua 

concentração diminui (Rogers et al., 1999). O fato de grãos sob CO2 elevado apresentarem 

atraso na maturação (Rogers et al., 1999), poderia explicar a maior presença de ácido málico. 

Como o pico em 2,54 ppm é muito fraco no espectro original (não mostrado) de grãos cultivados 

sob CO2 atual, isso reforçaria a hipótese de atraso de maturação. Sobre os diterpenos, estudos 

quantitativos envolvendo sua formação em condições de CO2 elevado são escassos. Grãos de 

plantas de C. arabica cultivadas sob CO2 elevado sem irrigação são discriminadas por bandas 

de cafestol e caveol na região do UV, enquanto, quando irrigadas, estas têm valores de loadings 

superiores em grãos de plantas cultivadas sob CO2 atual (Marcheafave et al., 2020b). Os 

resultados investigando impressões digitais de RMN de 1H demonstraram que loadings de 

cafestol e caveol são encontradas em grãos de plantas cultivadas em CO2 elevado, independente 

da disponibilidade de água. 

A aplicação das diferentes ferramentas quimiométricas mostraram regiões espectrais 

coincidentes. Cada sinal/região corresponde a um metabólito ou classe correspondente, e como 

já se sabe, os solventes utilizados possuem características que podem ou não extrair 

determinados metabólitos e sua combinação pode ter efeitos sinérgicos ou antagônicos, 
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dependendo da matriz vegetal em estudo (Garcia et al., 2010; Guizellini et al., 2018; 

Marcheafave et al., 2019; Moreira and Scarminio, 2013; Pauli et al., 2016). Ao trabalhar com 

impressões digitais espectrais, a gama de metabólitos analisados pode ser aumentada, 

dependendo dos solventes utilizados, ou até mesmo alguns sinais podem ser atenuados nas 

diversas regiões espectrais. Isso indica que esse tipo de estudo de extração pode permitir uma 

análise mais rica em respostas. Em nossa pesquisa, podemos ver que alguns solventes ou 

combinações foram destacados com determinados metabólitos. No caso de extratos obtidos por 

éter etílico puro e suas misturas sem a presença de etanol, espectros mais seletivos para ácidos 

graxos são encontrados, bem como para extratos com hexano. Extratos obtidos de 

diclorometano puro apresentaram seletividade para ácidos graxos e metilxantinas. Os espectros 

do etanol foram menos seletivos, apresentando ampla classe de metabólitos extraídos e 

sinergismo de suas interações com solventes como diclorometano e hexano. Ao trabalhar com 

uma variedade de solventes, obtém-se uma maior cobertura espectral, ao contrário, ao executar 

extrações com um único solvente, poucos ou limitados sinais podem ser detectados.
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4 CONCLUSÃO 

 
Alterações nas impressões digitais metabólicas de RMN de 1H de grãos de C. arabica 

foram aplicadas para a exploração dos efeitos do CO2 atmosférico e disponibilidade de água no 

solo, delineados por planejamento fatorial. Os modelos ACP e ASCA forneceram evidências 

de que o CO2 atmosférico teve um efeito significativo e proeminente nas mudanças metabólicas 

nos grãos de café crus em comparação com o efeito da água e da interação CO2 × água, o que 

foi confirmado pelo método PLS-DA. Esses três métodos quimiométricos mostraram que 

ácidos graxos, cafeína, trigonelina e glicose discriminam grãos de C. arabica coletados de 

plantas cultivadas sob os níveis atuais de CO2. Ácido quinico/ácidos clorogênicos, ácido málico 

e caveol/cafestol foram importantes para os grãos de café sob atmosfera elevada de CO2, 

provavelmente devido ao seu processo de amadurecimento retardado, e poderiam ser usados 

como potenciais marcadores dos efeitos produzidos por esta condição. Além disso, o modelo 

PLS-DA apresentou boa capacidade de predição independentemente dos solventes de extração 

e do perfil vertical da planta em que os grãos foram coletados. Por fim, esta pesquisa mostrou 

que ao trabalhar com o planejamento estatístico de mistura de solventes, a faixa de metabólitos 

analisados pode ser aumentada, com alguns metabólitos sendo atenuados e outros detectados, 

permitindo análises de respostas mais informativas.
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RESUMO 

Impressões digitais ecometabólicas obtidas pelo planejamento de misturas em grãos de café 
cultivado sob mudanças climáticas foram exploradas quimicamente usando o método ComDim. 
Multi-blocos foram formados usando dados de UV, NIRS, RMN de 1H, SWV e FT-IR. 
ComDim possibilitou investigar todas essas diferentes impressões digitais de acordo com o 
solvente extrator e em virtude do aumento de CO2 atmosférico. Etanol e etanol-diclorometano 
apresentaram as melhores separações entre as impressões digitais devido ao CO2 atmosférico. 
Os loadings de RMN de 1H indicaram aumentos de ácidos graxos, cafeína, trigonelina e glicose 
em grãos sob os níveis de CO2 atual, enquanto ácido quínico/ácidos clorogênicos, ácido málico 
e caveol/cafestol aumentaram em grãos sob condições de CO2 elevado. SWV indicou 
quercetina e ácido clorogênico como compostos importantes em grãos de café cultivados sob 
CO2 atual e elevado, respectivamente. Com base nas impressões digitais de etanol e etanol-
diclorometano, k-NN classificou corretamente os grãos cultivados em diferentes ambientes de 
dióxido de carbono e disponibilidades hídricas, confirmando a existência de alterações 
metabólicas devido às mudanças climáticas. O SWV provou ser promissor em comparação com 
métodos espectroscópicos amplamente usados. 
 
Palavras chave: grãos de café, planejamento estatístico de misturas, ComDim, k-NN, 
impressões digitais, ecometabolômica.
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1 INTRODUÇÃO 

 
A ecometabolômica de alta performance em plantas utiliza estratégias analíticas 

hifenizadas para realizar análises globais dos sistemas biológicos complexos, onde a integração 

de conjuntos de dados adquiridos de várias fontes instrumentais analíticas é de difícil realização 

(Jan & Ahmad, 2019). Em geral, os estudos científicos em ecometabolômica baseiam-se na 

utilização de técnicas cromatográficas hifenizadas com os mais diversos tipos de detectores. 

Exemplos de técnicas analíticas hifenizadas usadas são cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas (CL-EM) e cromatografia em fase gasosa acoplada à espectrometria 

de massas (CG-EM) e suas derivações instrumentais (Nagler et al., 2018; Peters et al., 2018). 

Em princípio, quando as investigações são baseadas em análises não-alvo, o objetivo é detectar 

o maior número possível de classes ou metabólitos, buscando traçar a expressão fenotípica em 

nível metabólico e fornecer uma captura metabólica instantânea do sistema biológico (Jan & 

Ahmad, 2019). Por outro lado, a análise alvo em impressões digitais ecometabólicas pode ser 

aplicada para a triagem de substâncias biomarcadoras para obter a caracterização de plantas de 

interesse comercial, por exemplo. (Jan & Ahmad, 2019). 

Com base nas ideias que circundam a metabolômica e nas vantagens e sucessos obtidos 

com as técnicas de impressão digital, pesquisadores configuraram estratégias que aplicam 

métodos instrumentais que não são caros, têm aquisição analítica rápida e baixa demanda 

técnica. Possuindo alguns destes requisitos, podemos destacar a ressonância magnética nuclear 

(RMN) (Marcheafave et al., 2020a), espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier (FT-IR, do inglês, Fourier-transform infrared spectroscopy) (Afonso et al., 2019), 

espectroscopia no infravermelho próximo (NIRS, do inglês, near-infrared spectroscopy) 

(Marcheafave et al., 2020b), espectroscopia no ultravioleta (UV) (Marcheafave et al., 2020c; 

Tormena et al., 2019a) e mais recentemente, métodos eletroanalíticos que incluem voltametria 

de onda quadrada (SWV, do inglês, square-wave voltammetry) (Salamanca-Neto et al., 2020) 
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empregados para inúmeras aplicações nas ciências biológicas e alimentares, controles de 

processos e produtos. Claramente, nessas técnicas, as limitações de determinação estrutural de 

metabólitos oriundos de sistemas biológicos complexos são evidentes para moléculas 

específicas na análise alvo em impressões digitais. Na maioria dos casos, a determinação 

molecular detalhada não é o objetivo das análises químicas, mas sim um perfil metabólico 

instantâneo como uma estratégia holística. 

Os métodos espectroscópicos são ferramentas valiosas para resolver problemas de 

discriminação ou classificação em sistemas sujeitos a perturbações ambientais, onde o objetivo 

não é somente definir a mudança química através de determinações estruturais ou valores 

quantitativos absolutos, por exemplo, mas prever a existência de mudanças químicas com base 

nas variações quantitativas e qualitativas dos sinais analíticos usando métodos quimiométricos, 

criando modelos matemáticos (Marcheafave et al., 2020a). Vale ressaltar que, esses métodos 

podem ser aplicados com sucesso em casos de triagem química com alvo, como no caso de 

biomarcadores espectroscópicos (Tormena et al., 2020). No entanto, com base em estratégias 

não alvo, o domínio químico do perfil metabólico detectado por essas técnicas, incluindo 

métodos cromatográficos, não é capaz de representar todo o metaboloma, devido às limitações 

do processo de extração (Soares et al., 2018). Analiticamente, é impossível estabelecer qualquer 

método de preparo de amostra que possa extrair todas as substâncias químicas do material 

investigado. Alternativas são investigadas para reduzir esse vazio experimental, como a 

aplicação sistemática de planejamentos estatísticos de misturas para obter sistemas 

multifacetados de impressão digital em investigações ecometabolômicas, rastreando os 

diferentes metabólitos entre sistemas perturbados e controlados (Delaroza et al., 2014). 

Além do planejamento de misturas, diversas técnicas analíticas de detecção metabólica 

podem ser utilizadas ou comparadas para aumentar o alcance das classes metabólicas extraídas 

e detectadas nos diferentes solventes e suas misturas (Marcheafave et al., 2019a). Devido à sua 
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ampla inclusão metabólica, seu significado biológico pode ser identificado com a mínima 

presunção sobre a expressão fenotípica no nível metabólico. A maioria das metodologias 

analíticas univariadas de extração metabólica são tendenciosas para determinadas classes e 

metabólitos específicos, assim modelam apenas uma fração do metaboloma do objeto biológico 

(Jan & Ahmad, 2019). Nossa hipótese é que a análise exploratória multibloco com variações de 

solvente extrator e técnicas analíticas de aquisição pode auxiliar na montagem coerente de 

diferentes conjuntos metabolômicos e permitir a expansão de proposições por raciocínio 

indutivo entre as classes biológicas investigadas, reduzindo o efeito de extrações tendenciosas 

e detecções enviesadas para classes específicas. Aqui também é hipotetizado que metabólitos 

ou classes metabólicas específicas poderiam ser apontadas como indicadores do distúrbio 

ambiental, considerando que essa variação não seja conhecida anteriormente. 

Em estudos ecometabólicos, quanto maior a combinação de múltiplas mudanças 

ambientais pelas quais as plantas experimentais passam, maior será a compreensão de como 

essas mudanças ambientais afetam os aspectos químicos e bioquímicos do metaboloma e os 

riscos biológicos associados a essas mudanças (Jan & Ahmad, 2019; Peters et al., 2018). No 

Brasil, o café representa hoje a maior commodity. Devido aos riscos associados à produção, 

qualidade e comercialização, o cenário de mudanças climáticas previsto para o final do século 

XXI, foi investigado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 

Jaguariúna-SP). Esse experimento é considerado a primeira instalação de enriquecimento de 

dióxido de carbono ao ar livre (FACE, do inglês, Free-Air Carbon dioxide Enrichment) na 

América do Sul, estabelecida em 2011 (Ghini et al., 2015). Foi também a primeira no mundo a 

operar durante 5 anos com o aumento de dióxido de carbono atmosférico e no último ano com 

a variação da disponibilidade hídrica aplicada à cafeicultura. Os experimentos FACE 

permitiram a exploração do desenvolvimento, produtividade, ecofisiologia e aspectos 

fitossanitários da cultura de café sob maiores concentrações de CO2 atmosférico (Damatta et 
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al., 2016; Ghini et al., 2015; Rakocevic et al., 2020; Tormena et al., 2019b). A exposição a 

longo prazo aos níveis de CO2 projetados para o final do século, associada à variação da 

disponibilidade hídrica, fornece valiosas amostras para estudos ecometabólicos com robustas 

mudanças metabólicas. 

Consolidando diferentes lacunas analíticas da ecometabolômica, o presente estudo tem 

como objetivo comparar as impressões digitais dos grãos de café submetidos a um experimento 

fatorial 22 com dois fatores (concentração atmosférica de CO2 e disponibilidade de água no 

solo) e dois níveis (CO2 elevado e atual/cafeeiros irrigados e não irrigados). A novidade deste 

estudo é a busca metodológica para impressões digitais de café usando um planejamento de 

misturas de quatro componentes (etanol, diclorometano, hexano e éter etílico) com cinco 

aquisições instrumentais (RMN de 1H, FT-IR, NIRS, UV e SWV). O método quimiométrico de 

análise de dados multitabelas (ComDim, do inglês, Common Dimension) para análise 

multibloco foi aplicado para compilar todas as variações das impressões digitais 

ecometabólicas. A configuração planejamento fatorial-planejamento de misturas-ComDim 

permitiu a investigação simultânea das variações dos sistemas de extração, aquisição de sinais 

dos sistemas metabólicos extraídos, bem como a exploração em múltiplos blocos do conjunto 

de dados ecometabólicos das mudanças químicas no café durante o experimento FACE. O 

método supervisionado de k-vizinhos mais próximos (k-NN, do inglês, k-Nearest Neighbors) 

permitiu confirmar os resultados do ComDim, onde evidenciou a separação entre os grãos de 

café cultivados em diferentes condições ambientais, utilizando voltametria de onda quadrada. 
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2 EXPERIMENTAL 

 
2.1 COLETA DE GRÃOS DE CAFÉ 

 
Os experimentos de dióxido de carbono atmosférico aumentado foram realizados em 

uma instalação FACE localizada em Jaguaríuna - Brasil (22°43'S, 47°01'W), utilizando a 

espécie Coffea arabica, cultivar Catuaí Vermelho IAC 144. A instalação FACE consistia em 

seis parcelas para tratamento de CO2 elevado e seis parcelas de controle nas condições atuais 

de CO2, cada uma contida em um anel de 10 m de diâmetro. Os doze anéis estavam localizados 

em um cafezal de 7 ha. Os doze anéis foram espaçados no mínimo em 70 m um do outro. A 

injeção de CO2 na atmosfera começou em 25 de agosto de 2011 e terminou em 30 de junho de 

2016 (Rakocevic & Matsunaga, 2018). No início do experimento, a concentração de CO2 

atmosférica era de aproximadamente 390 µL L-1. Nas parcelas sob CO2 elevado, as injeções 

diretas de CO2 puro foram de 150-200 µL L-1 acima do nível atual. Mais detalhes sobre a 

configuração dos experimentos FACE nos cafeeiros podem ser vistos em Ghini et al. (2015). A 

irrigação ocorreu em metade dos cafeeiros no período de outubro de 2015 a junho de 2016. 

Os frutos de café foram colhidos em maio de 2016, no 5º ano do experimento FACE. 

Os frutos foram coletados aleatoriamente nos anéis de dezesseis pés de café estratificados em 

quatro camadas de 50 cm de espessura sobre o perfil vertical da árvore (Marcheafave et al., 

2020c). Quatro plantas foram cultivadas com irrigação nos níveis atuais de CO2, quatro em 

condições de não irrigação sob CO2 atual, quatro plantas irrigadas sob atmosfera elevada de 

CO2 e quatro plantas não irrigadas (condições de chuva) com CO2 elevado. Bagas verdes e 

vermelhas foram coletadas, secas, processadas com a separação da casca e do pergaminho, 

moídas e armazenadas em ultracongelador a -60 ° C em sacos de papel. 
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2.2 ESTRATÉGIA DE EXTRAÇÃO 

 
2.2.1 Planejamento estatístico de misturas em ecometabolômica 

 
A principal limitação da abordagem metabolômica de impressão digital corresponde ao 

processo de extração do conjunto de metabólitos do tecido vegetal. Os solventes usados na 

preparação das amostras fornecerão apenas uma fração do conjunto metabólico original e 

consequentemente, tendências metabólicas para apenas algumas classes ou metabólitos 

específicos serão observadas (Marcheafave et al., 2019b). Essa limitação no processo de 

extração pode ser minimizada com o uso sistemático de vários solventes com diferentes 

características de interação solvente/soluto (Barwick, 1997). O planejamento de misturas 

codifica estrategicamente combinações de solventes com diferentes propriedades químicas, 

proporcionando uma oportunidade de otimizar sistematicamente o sistema extrator para 

metabólitos específicos (Silveira et al., 2020), múltiplos metabólitos ou para maximizar a 

análise exploratória das impressões digitais. Para maximizar a extração dos metabólitos dos 

grãos de C. arabica, um planejamento de misturas de quatro componentes foi usado, delineado 

com etanol (Anidrol - Diadema, Brasil), diclorometano (Anidrol - Diadema, Brasil), hexano 

(Anidrol - Diadema, Brasil ) e éter etílico (Vetec - Rio de Janeiro, Brasil). Todos os solventes 

orgânicos foram de grau analítico. O delineamento de quatro solventes resultou em quatro 

extratos de solventes puros, seis extratos das misturas binárias, quatro extratos das misturas 

ternárias e um extrato da mistura quaternária (Tabela 1), totalizando quinze extratos variados 

ou dezessete extratos com o ponto central em triplicata. Os extratos obtidos pela combinação 

de vários solventes não fornecem necessariamente a impressão digital que contém as 

informações mais importantes no processo de discriminação ou classificação. A combinação de 

diferentes solventes permite que ocorram interações antagônicas ou sinérgicas, modificando os 

perfis metabólicos desses extratos (Pauli, Bruns, & Scarminio, 2016). 
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Tabela 1. Planejamento estatístico de misturas para quatro componentes: etanol, 
diclorometano, hexano e éter etílico. As proporções usadas para extração são dadas em mL. 
Delineamento Notação do 

extrato 
Volume de solvente (mL) 

Etanol 
(E) 

Diclorometano 
(D) 

Hexano (H) Éter 
etílico (e) 

1 E 60 0 0 0 
2 D 0 60 0 0 
3 H 0 0 60 0 
4 e 0 0 0 60 
5 ED 30 30 0 0 
6 EH 30 0 30 0 
7 Ee 30 0 0 30 
8 DH 0 30 30 0 
9 De 0 30 0 30 
10 He 0 0 30 30 
11 EHe 20 0 20 20 
12 EDH 20 20 20 0 
13 EDe 20 20 0 20 
14 DHe 0 20 20 20 
15 EDHe 15 15 15 15 
16 EDHe 15 15 15 15 
17 EDHe 15 15 15 15 

 

2.2.2 Triângulo de seletividade para solventes em extrações de plantas 

 
Nos últimos anos, nosso grupo de pesquisa tem reforçado a ideia de que procedimentos 

extrativos experimentais com materiais biológicos, principalmente vegetativos, quando 

devidamente delineados, podem servir como uma estratégia eficaz para aumentar o número de 

classes metabólicas investigadas simultaneamente, eliminando o viés do solvente extrator 

quando experimentos univariados são realizados (Marcheafave et al., 2020a; Passari, 

Scarminio, Marcheafave, & Bruns, 2019). Assim, sistemas de classificação de solventes 

baseados em propriedades químicas são interessantes para a escolha dos sistemas que compõem 

o planejamento de misturas. Neste trabalho, a escolha dos solventes foi baseada na 

reclassificação de Rutan et al. (1989) para os parâmetros de seletividade (xi) - dipolaridade (xn), 

acidicidade (xd) e basicidade (xe) do triângulo de seletividade de solvente de Rohrschneider-

Snyder (SST, do inglês, Rohrschneider-Snyder solvent-selectivity triangle). Parâmetros de 

seletividade de Snyder (xe, xd, e xn) são 0,53, 0,13, 0,34 para éter etílico; 0,52, 0,19, 0,29 para 
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etanol; 0,27, 0,33, 0,40 para diclorometano e 0, 0, 0 para hexano, respectivamente (Rutan et al., 

1989). A magnitude dos parâmetros de seletividade indicam a importância de diferentes tipos 

de interações intermoleculares entre os diferentes solventes (Snyder, Carr, & Rutan, 1993). 

 

2.2.3 Preparação dos extratos 

 
A extração foi realizada em banho ultrassônico modelo Ultracleaner 1600 Unique 

operando na frequência de 40kHz e temperatura constante de 15 °C. Os erlenmeyers contendo 

2,5 g de grãos de café verde moídos com 60 mL de cada solvente (Tabela 1), foram imersos em 

sonicação por 60 min. Após esse tempo, a solução foi filtrada através de um filtro qualitativo 

da Unifil, Brasil (0,16 mm de espessura e 80 g m2) por aproximadamente 5 min. A solução 

filtrada foi armazenada em erlenmeyers fechados em uma capela de exaustão a 22 ± 1 °C. Os 

grãos foram novamente imersos em 60 mL de solvente e filtrados mais 4 vezes. Ao final do 5º 

processo de extração, 300 mL de extrato metabólico foram obtidos para amostras das quatro 

condições de cultivo em 17 sistemas de solventes extrativos, incluindo as repetições do ponto 

central (Tabela 1). O extrato líquido foi usado para análises de UV, NIRS e SWV. Para RMN 

de 1H e FT-IR as soluções foram evaporadas sob circulação forçada de ar e liofilizadas até peso 

constante. 

Para a etapa exploratória dos extratos, os grãos coletados nos três estratos da planta 

foram homogeneizados. Na etapa de validação, as extrações foram realizadas da mesma forma 

como descrito acima para amostras de dezesseis plantas e grãos coletados em três camadas 

sobre o perfil vertical da árvore, excluindo a camada mais baixa (0-50 cm) que não deu frutos 

no 4º ano de produção (Rakocevic et al., 2021). Essa estratégia incluiu diferentes camadas de 

crescimento do fruto do café ao longo do perfil vertical da árvore, tendendo a aumentar a 

robustez do método, incluindo as variabilidades do campo experimental. 
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2.3 AQUISIÇÕES INSTRUMENTAIS 

 
2.3.1 Medições de espectrofotometria ultravioleta 

 
As impressões digitais de absorção na região UV foram registrados usando um 

espectrofotômetro UV-Vis Thermo Scientific modelo Evolution 60S, usando cubetas de 

quartzo (1 cm × 1 cm × 4,5 cm) com caminho óptico de 1 cm, acoplado ao software VISION 

Lite. Os espectros foram obtidos de 190 a 400 nm com resolução de 1 nm a 22 ± 1 °C. As 

aquisições foram feitas a partir dos extratos diluídos na proporção de 1:9 (1 mL) com seu 

respectivo solvente extrator. Os conjuntos de dados foram coletados em unidades de 

absorbância e salvos no formato de arquivo de dados txt' com 211 pontos de dados por amostra. 

 

2.3.2 Medições de espectroscopia de transmitância no infravermelho próximo 

 
As medidas de absorção de NIR foram realizadas usando o software DLP NIR scan 

Nano (Texas Instruments Inc., Dallas, EUA) no modo de transmitância equipado com uma 

cubeta de quartzo (1 cm × 0,2 cm × 2,8 cm) com um caminho óptico de 2 mm. Os espectros 

NIR foram obtidos entre 1700 e 900 nm com uma resolução de 3,9 nm a 22 ± 1 °C e cada 

espectro correspondeu a uma média de 99 varreduras. As aquisições foram feitas com 1 mL do 

extrato imediatamente após a extração, sem diluição. Os espectros NIR foram salvos em 

unidades de absorbância no formato de arquivo de dados txt' com 215 pontos de dados por 

amostra. 

 

2.3.3 Medições de espectroscopia de ressonância magnética nuclear de prótons 

 
Para análise de RMN, 50,0 mg de extrato liofilizado foram dissolvidos em 0,5 mL de 

DMSO-d6 com TMS usando um misturador vórtex. Em seguida, o extrato solubilizado foi 
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colocado em um tubo de RMN de 5 mm. As medições unidimensionais de RMN de 1H foram 

realizadas a 28ºC em um espectrômetro Bruker Model Avance III operando a 400 MHz, 

equipado com uma sonda multinuclear inversa (BBI) de 5 mm. Os espectros foram adquiridos 

com 64 varreduras, um tempo de aquisição de 10 min com 1 s de tempo de espera. Para cada 

amostra, a aquisição e processamento de espectros de RMN de 1H foram realizados usando o 

parâmetro Bruker padrão (sequência de pulso zg30). As análises foram processadas pelo 

software TopSpin 3.6.1 (Bruker). Os espectros de RMN resultantes foram faseados 

manualmente, com correção da linha de base e referenciados ao TMS no deslocamento químico 

(δ) de 0,0 ppm, e salvos no formato de arquivo de dados txt' retendo 32.768 pontos de dados 

por amostra. O δ residual de água e DMSO nas regiões de 3,2867-3,4608 e 2,4703-2,5306 ppm, 

respectivamente, foram removidos retendo 17.590 pontos de dados por amostra. 

 

2.3.4 Medições de voltametria de onda quadrada 

 
As medições de SWV foram realizadas usando uma célula de vidro de compartimento 

único de três eletrodos acoplada a um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 

(Metrohm; Schiedam, Holanda) controlado pelo software NOVA 2.1. Uma placa de platina foi 

usada como eletrodo auxiliar, Ag/AgCl (3,0 mol L-1 KCl) como eletrodo de referência de junção 

dupla e um eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB; 8000 ppm; área exposta de 7,07 

mm2; Windsor Scientific, Slough, Reino Unido) como eletrodo de trabalho. Antes de cada 

análise, o EDDB foi polido manualmente usando pasta aquosa de pó de alumina (0,01 μm de 

diâmetro) em um pano de polimento liso (Metrohm; Schiedam, Holanda), limpo em etanol em 

banho ultrassom durante 30 s e deixado para secar em temperatura ambiente. Todos os 

experimentos foram realizados à temperatura ambiente. 

Uma solução de 0,1 mol L–1 de ácido perclórico em metanol foi usada como eletrólito 

suporte nas medições voltamétricas. Para a obtenção de cada do perfil voltamétrico, 500 μL do 
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extrato foram transferidos para a célula eletroquímica contendo 4,5 mL do eletrólito suporte. O 

conteúdo da célula foi agitado para homogeneização durante 30 s, com 5 segundos de pausa 

antes de colocar o eletrodo de trabalho e iniciar a varredura de potencial catódico ou anódico, 

usando SWV (amplitude: 20 mV; incremento de potencial: 4 mV; frequência: 30 Hz). Os 

voltamogramas foram corrigidos na linha de base, usando o modo de média móvel. Os dados 

foram coletados em unidades de microamperes (µA) e salvos no formato de arquivo de dados 

txt' com 374 pontos de dados por amostra para SWV catódico e 531 pontos para SWV anódico. 

O perfil voltamétrico qualitativo foi obtido usando padrões de ácido clorogênico, ácido 

palmítico, D(-)-ácido quínico, ácido cafeico, ácido ferúlico, teobromina, ácido p-cumárico, 

cafeína, quercetina, teofilina, cloridrato de trigonelina todos da Sigma-Aldrich, D(+)-manose, 

sacarose, D(+)-glicose, D(+)-xilose, D(-)-manitol todos da Merck, D-frutose da Vetec e ácido 

gálico da Reatec, com concentração de 20 µg L–1 nas mesmas condições eletroquímicas dos 

extratos. 

 

2.3.5 Medições de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

 

A análise espectral FT-IR dos extratos foi realizada usando um equipamento 

PerkinElmer Spectrum Two com acessório ATR universal (UATR) com cristal de diamante. 

Os espectros de ATR-FTIR foram adquiridos no modo de transmitância, na faixa de 4000-450 

cm-1, com resolução de 1 cm-1 com força 60 na pressão de braço, em temperatura ambiente. As 

análises espectroscópicas dos extratos foram realizadas com os extratos sólidos após secagem. 

Os espectros FT-IR foram coletados pelo software de aquisição de dados Spectrum 10™ 

(PerkinElmer) e salvos no formato de arquivo de dados txt' com 3.551 pontos de dados por 

amostra. Para análise quimiométrica, o conjunto de dados foi convertido em unidades de 

absorbância. 
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2.4 ANÁLISE DE DADOS E SOFTWARE 

 
2.4.1 Método quimiométrico de análise por dimensões comuns (ComDim) para análise de 

dados multibloco em ecometabolômica 

 
O método ComDim é uma implementação particular da Análise de Componentes 

Comuns e Pesos Específicos (CCSWA, do inglês, common component and specific weights 

analysis) (Bouveresse et al., 2011). Seu algoritmo é integralmente descrito por Qannari et al. 

(2000). Pertence à família das análises de componentes multibloco ou multitabelas e consiste 

em descrever várias tabelas de dados para as mesmas n amostras, não necessariamente tendo o 

mesmo número de variáveis observadas em cada tabela (Makimori & Bona, 2019; Mazerolles 

et al., 2006). Esse método calcula iterativamente, para cada dimensão comum sucessiva, uma 

série de vetores de escore, que representam uma direção de dispersão máxima das amostras em 

um espaço comum a todas as tabelas de dados. Cada tabela tem um peso específico (ou 

'saliência') associado a cada dimensão para este espaço comum, refletindo a importância que 

várias tabelas de variáveis atribuem aos componentes (Cariou, Qannari, Rutledge, & Vigneau, 

2018; Karoui, Dufour, & De Baerdemaeker, 2006). A diferença entre os valores dos pesos 

específicos para uma determinada dimensão pode ser devido ao fato de a dimensão conter 

informações que estão presentes em algumas tabelas, mas não em outras. Para cada componente 

comum, os loadings das variáveis em cada tabela também são calculados (Rosa et al., 2017; 

Vieira et al., 2020), ajudando na interpretação dos resultados. 

Para maximizar a extração de classes metabólicas e minimizar o viés instrumental e 

extrativo na análise de dados exploratórios ecometabólicos associadas as impressões digitais do 

planejamento de misturas, ComDim permitiu o estudo dos perfis metabólicos adquiridos por 

diferentes técnicas instrumentais, indicando possíveis relações entre essas tabelas, e 

discriminando as amostras usando informações globais incluídas em todas as tabelas de dados. 
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Os dados para ComDim foram organizados em seis blocos: espectros de UV (bloco 1), 

espectros de FT-IR (bloco 2), espectros de NIR (bloco 3), espectros de RMN de 1H (bloco 4), 

voltamogramas SW catódicos (bloco 5) e Voltamogramas anódicos de SW (bloco 6) (Tabela 

2). Cada bloco de dados foi devidamente pré-tratado (Tabela 2), sendo os parâmetros definidos 

empiricamente em testes preliminares. Antes da análise por ComDim, cada bloco foi centrado 

na coluna e então normalizado, usando a divisão por sua norma de Frobenius para obter uma 

matriz escalonada (Qannari et al., 2000). 

 

Tabela 2. Blocos de dados das impressões digitais de grãos de C. arabica obtidos a partir de 
diferentes técnicas instrumentais para análise ComDim. 

Bloco Faixas de medição das 

impressões digitais 

Dimensão da matriz 

(amostras × variáveis) 

Pré-processamento 

UV 190-400 nm 68×211 Filtro Savitzky–Golay 

(9 pontos por janela) 

FT-IR 4000-450 cm-1 68×3551 Correção de dispersão 

multiplicativa (MSC) 

NIR 

(transmitância) 

900-1700 nm 68×215 Variação normal padrão 

(SNV) 

RMN de 1H  10,9997-0,0177 ppm 68×17590 Escalonamento de Pareto 

SWV Catódico 1,5-0,0 V 68×374 Média Móvel 

SWV Anódico -0,8-1,3 V 68×531 Média Móvel 

 

2.4.2 Método k-vizinhos mais próximos em ecometabolômica 

 
Como primeira tentativa, métodos de classificação linear (modelagem independente 

suave de analogias de classe - SIMCA, do inglês, soft independent modeling of class analogies; 

análise linear discriminante e quadrática - LDA (do inglês, linear discriminant analysis) e QDA 

(do inglês, quadratic discriminant analysis) - nos escores da análise de componentes principal) 

foram aplicados, mas não forneceram resultados satisfatórios em termos de taxas de 

classificação (dados não mostrados), indicando que um método não linear precisa ser testado. 
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Assim, o método k-NN foi escolhido para a classificação dos grãos de café cultivados em níveis 

atuais/elevados de CO2; com e sem irrigação, para confirmar os resultados obtidos pelo método 

exploratório não supervisionado (ComDim), que apresentou separações devido a diferentes 

condições ambientais. Esse método é um algoritmo de aprendizado de máquina supervisionado 

conhecido como classificador não paramétrico e é indicado quando o conjunto de dados de 

entrada não é pré-atribuído a uma função paramétrica (Y = f (X)) - esta limitação é configurada 

pela complexidade da relação entre X e Y e assim, a linearidade não é adequada para explicar 

a relação entre as variáveis de entrada e saída (Mezquita et al., 2020). Como comumente 

descrito, os dados teste de entrada são projetados em um espaço multidimensional e são 

classificados com base no cálculo da distância ou dissimilaridade métrica usando distâncias de 

Manhattan, Euclidiana, Minkowski ou Mahalanobis ou por cálculos de correlação (Mezquita et 

al., 2020). A dependência de classe é atribuída de acordo com o número de amostras de 

treinamento mais perto da amostra de teste, ou seja, a classe com o maior número de amostras 

vizinhas determinará a classe da amostra de teste. Além disso, é um dos métodos menos 

propensos a sobreajuste graças à simplicidade de seu algoritmo (Malegori et al., 2018). 

Na ecometabolômica, muitos conjuntos de dados apresentam distribuição não linear e, 

consequentemente, quando modelos lineares são utilizados na modelagem matemática, podem 

apresentar falhas ou sobreajuste no modelo preditivo. A não linearidade nos conjuntos de dados 

espectroscópicos ou voltamétricos dos grãos, origina-se devido os diversos fatores abióticos ou 

bióticos, como a concentração de CO2 atmosférico e a emissão de frutos no perfil vertical da 

planta. Nesse caso, diferentes estratificações recebem diferentes influências do ambiente; luz, 

sombra, temperatura, concentração de CO2 atmosférico (Rakocevic et al., 2021) são exemplos 

de fatores que influenciam mudanças através do perfil vertical, alterando a composição química 

dos diferentes órgãos da planta, como folhas, gemas (Tormena et al., 2019a) e grãos (Rakocevic 

et al., 2021). 
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Voltamogramas anódicos de SW para análise de k-NN foram organizados em quatro 

matrizes de acordo com suas respectivas classes: CO2 atual não irrigado, CO2 atual irrigado, 

CO2 elevado não irrigado e CO2 elevado irrigado. Em seguida, todo o conjunto de dados, 

composto de 25 voltamogramas para cada classe, foi dividido em conjunto de treinamento com 

18 amostras e conjunto de teste com 7 amostras pelo algoritmo Kennard-Stone (Kennard & 

Stone, 1969). Por fim, as matrizes foram novamente organizadas de acordo com o objetivo de 

classificação pela análise k-NN. 

 

2.4.3 Processamento de dados 

 
O pré-processamento, análise e visualização dos dados espectrais foram realizados com 

as ferramentas quimiométricas Gamma 3.0 (Bona, E. GAMMA-Routines for Multivariate 

Analysis. Campo Mourão 2017; Galvan - drop) para o ComDim e PLS_Toolbox 8.7 

(Eigenvector, US) para análise de k-NN, aplicada com Matlab 2016 (Mathworks, US). ComDim 

foi implementado no MATLAB R2008b de acordo com o algoritmo apresentado em Ghaziri, 

Cariou, Rutledge, & Qannari (2016) e descrito em detalhes por Bouveresse et al. (2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A análise multibloco por ComDim foi realizada com conjuntos de dados espectrais e 

voltamétricos, nos quais as impressões digitais foram obtidas a partir de extratos provenientes 

do planejamento estatístico de misturas. Como diferentes solventes de extração e técnicas 

analíticas foram aplicados, a necessidade de análises comparativas adicionais foi imposta. 

ComDim foi aplicado para calcular os escores globais para as amostras e os loadings das 

variáveis em cada bloco (UV, FT-IR, NIR, NMR, SWV catódico e SWV anódico) para cada 

Dimensão Comum (DC), fornecendo também os valores de saliência (Rosa et al., 2017). A 

análise ComDim foi realizada usando 8 dimensões comuns, consideradas suficientes para 

contemplar todas as fontes importantes de variação nos dados. No entanto, apenas quatro foram 

exploradas (Fig. 1 e Fig. C1) uma vez que as outras DCs não forneceram informações adicionais 

significativas sobre as amostras (Fig. C2). 

Os gráficos de escores para DC1 e DC2 são apresentados na Fig. C1. Foi observada a 

separação das amostras quanto às características dos solventes utilizados na extração dos 

metabólitos dos grãos de C. arabica. O gráfico de escores da DC1 mostrou a discriminação 

entre extratos contendo etanol, de outros extratos não etanólicos. De acordo com as saliências 

(Tabela 3), todas as técnicas analíticas contribuíram para essa separação, em ordem decrescente 

foram: SWV anódico e catódico, seguidos de FT-IR e RMN de 1H, UV e NIRS. A DC2 mostrou 

a separação do éter etílico puro e da mistura binária de extratos de etanol-éter etílico de outros 

extratos. Dois blocos contribuíram para essa separação: espectros de UV, com altos valores de 

saliência e de FT-IR. Mais informações e discussões sobre as variáveis que mais contribuíram 

para a discriminação dos solventes de extração podem ser encontradas no Anexo C (Fig. C3). 
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Tabela 3. Saliências de cada bloco instrumental e para cada dimensão comum (DC). 

Block DC1 DC2 DC3 DC4 DC5 DC6 DC7 DC8 

UV 0,2658 0,4893 0,0283 0,0365 0,0041 0,0017 0,1249 0,0005 

FT-IR 0,3600 0,1092 0,3107 0,0025 0,0096 0,1429 0,0010 0,0006 

NIR 0,1941 0,0274 0,1075 0,0259 0,2022 0,0274 0,0298 0,0027 

RMN 0,3394 0,0082 0,0465 0,0468 0,0111 0,0056 0,0093 0,1317 

SWV Catódico 0,6325 0,0786 0,0494 0,0620 0,0097 0,0066 0,0076 0,0070 

SWV Anódico 0,6038 0,0344 0,0601 0,1653 0,0055 0,0038 0,0096 0,0081 

Variância DC (%) 76,51 15,23 3,49 1,46 1,21 0,36 0,41 0,33 

Variância 
acumulada (%) 

76,51 91,74 95,23 96,69 97,90 98,26 98,67 99,00 

* Maiores valores de saliência para Dimensões Comuns (DC) com resultados significativos 
estão marcados em negrito. 
 

A projeção dos escores do ComDim ao longo da DC4 e DC8 mostrou a discriminação 

dos grãos de C. arabica de acordo com as condições de cultivo (Fig. 1). A DC4 permitiu a 

separação da maioria dos extratos em dois grupos relacionados aos grãos cultivados nos dois 

ambientes de CO2. Os grãos de C. arabica coletados de plantas cultivadas em atmosfera de CO2 

elevado foram agrupados no lado positivo da DC4, enquanto os do ambiente atual de CO2 

estavam no lado negativo da DC4. As saliências para DC4 (Tabela 3) mostraram que a 

contribuição predominante para a dispersão dos grãos de C. arabica foi devido às alterações 

metabólicas observadas nos voltamogramas anódicos de SW. Ao avaliar o gráfico de loadings 

para DC4 (Fig. 1B), os grãos coletados de plantas cultivadas sob o ambiente atual de CO2 foram 

discriminados pelos picos voltamétricos anódicos em 0,66; 0,70; 0,98 e 1,19 V e aqueles sob 

CO2 elevado em 0,80 V. A quercetina foi um dos compostos químicos importantes atribuídos 

aos grãos de café coletados sob ambiente atual de CO2, sendo confirmada pela adição de 

extratos de etanol com seu respectivo o padrão analítico. (Fig. C4). O ácido clorogênico foi um 

dos metabólitos importantes para a separação dos grãos de café coletados de plantas cultivadas 

sob CO2 elevado, também confirmado com seu padrão analítico (Fig C4). 
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Fig. 1. Escores da análise ComDim para DC4 (A) e DC8 (C) para as impressões digitais das 
quatro classes de grãos de Coffea arabica e gráficos de loadings para os voltamogramas SW 
anódicos em DC4 (B) e para RMN de 1H em DC8 (D); Atual NI: CO2 atual não irrigado; Atual 
IRR: CO2 atual irrigado; Elev. NI: CO2 elevado não irrigado; Elev. IRR: CO2 elevado irrigado. 
As identificações dos escores correspondem ao meio de extração utilizado através do 
planejamento de misturas (Tabela 1): E = etanol; D = diclorometano; H = hexano; e = éter 
etílico. 
 

A projeção dos escores para DC8 (Fig. 1C) indicou a discriminação da maioria dos grãos 

de C. arabica em dois grupos, nos quais os grãos de plantas cultivadas em CO2 elevado foram 

agrupados na região positiva e aqueles de plantas cultivadas sob CO2 atual na região negativa. 

Os valores de saliência (Tabela 3) apontaram que essa separação foi melhor expressa nos 

espectros de RMN (Bloco 4). Loadings do ComDim (Fig. 1D) revelaram que os sinais em 1,22; 

2.08; 2,54; 4,34; e 5,75 ppm tiveram valores positivos e contribuíram para discriminar os grãos 

cultivados em CO2 elevado. Os sinais em 1,16; 3,10; 3,22; 3,55; 3,88; 4,36; 5,17-5,18; 8,00; e 

9,21 ppm tiveram valores negativos e foram relevantes para discriminar os grãos de plantas de 

C. arabica cultivadas nas atuais condições de CO2. A separação metabólica devido ao ambiente 

de CO2 atmosférico também foi encontrada quando o RMN de 1H foi associado a outras 
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ferramentas quimiométricas (análise de componentes principais (PCA, do inglês, principal 

component analysis), análise de variância - análise de componentes simultâneos (ASCA, do 

inglês, analysis of variance - simultaneous component analysis) e análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA, do inglês, partial least squares - discriminant analysis)) 

(Marcheafave et al., 2020a). Perfis espectrais para ácidos graxos, cafeína, trigonelina e glicose 

aumentaram em grãos sob o CO2 atmosférico atual, enquanto perfis espectrais para ácido 

quínico/ácidos clorogênicos, ácido málico e caveol/cafestol aumentaram em grãos de café 

cultivados em CO2 elevado. Além disso, pelas impressões digitais do planejamento de misturas 

adquiridas pelo RMN de 1H, o dióxido de carbono foi o único efeito principal significativo na 

mudança química no metaboloma dos grãos de café, reforçando os resultados atuais 

encontrados em DC4 e DC8. Nenhuma separação entre os escores relativa à disponibilidade de 

água nos grãos de C. arabica foi observada nas DCs computadas. Isso ocorreu devido à alta 

variabilidade de solventes e misturas, onde a variação química relacionada a eles nas amostras 

foi maior do que a variação causada pelos diferentes regimes de água. 

Até onde sabemos, a técnica SWV ainda não foi explorada para classificar os grãos de 

café cultivados sob diferentes níveis de CO2. Essa técnica instrumental foi aplicada para analisar 

novas amostras de C. arabica extraídas com dois solventes: etanol puro (E) e a mistura binária 

etanol-diclorometano (ED). Dois pontos foram levados em consideração na escolha desses 

solventes. Primeiramente, os extratos obtidos com eles foram corretamente separados de acordo 

com os níveis de CO2 atmosférico em que as plantas de café foram cultivadas (Figs. 1A e 1C). 

O segundo ponto é que os voltamogramas originais dos extratos ED e E (Fig. C5) apresentaram 

picos anódicos bem definidos em 0,66, 0,70, 0,80, 0,98 e 1,19 V, que foram importantes para a 

separação das classes, conforme indicado pelo loading do ComDim (Figs. 1B and 1D). 

Novas extrações foram realizadas a partir de grãos coletados em três camadas de 50 cm 

de espessura do perfil vertical das plantas, para auxiliar na classificação dos grãos do cafeeiro 
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cultivado nos diferentes níveis de CO2. Bagas de posições mais baixas são sombreadas, 

recebendo baixa radiação fotossinteticamente ativa (RFA) (Rakocevic et al., 2021). Ao meio-

dia, durante o período de colheita, o RFA incidente no topo da copa é de cerca de 1700 µmol 

m–2s–1, diminuindo a irradiância média disponível para 439, 122 e 4 µmol m–2 s–1 para as 

camadas 3, 2 and 1, respectivamente. A temperatura varia ao longo do perfil vertical, mas menos 

do que RFA. Varia de 32,5 °C a 27,4 °C pela manhã, de 34,2 °C a 31,2 °C ao meio-dia e de 

32,3 °C a 28,0 °C à tarde, para as camadas superior e inferior, respectivamente. Espera-se que 

essas diferenças microclimáticas provoquem mudanças metabólicas ao longo do perfil vertical 

do mesmo cafeeiro, conforme mostrado em Rakocevic et al. (2021) usando análises NIR. Os 

voltamogramas anódicos de SW poderiam fornecer dados de distribuição não linear devido às 

variações ambientais relacionadas às estratificações e até mesmo sobre a homogeneização do 

CO2 gasoso entre as alturas em que as bagas estão localizadas. Resultados de ACP em 

Marcheafave et al. (2020c) para espectros de UV de grãos de café cultivados sob diferentes 

níveis de CO2 e coletados em diferentes estratos, mostram que extratos da mesma classe tinham 

alguns agrupamentos separados e podem ser explicados devido às estratificações. Assim, para 

confirmar a separação dos grãos cultivados em diferentes níveis de CO2, as matrizes do 

voltamograma SW anódico para os extratos ED e E foram submetidas à análise de classificação 

utilizando o algoritmo k-NN, separadamente para cada solvente. Aqui k-NN foi escolhido 

porque é não probabilístico e livre de quaisquer suposições sobre distribuições de variáveis 

(Oliveri et al., 2019). Em seguida, todo o conjunto de dados, composto de 100 voltamogramas 

para cada solvente, foi dividido em conjunto de treinamento com 72 amostras (36 atuais e 36 

elevadas) e conjunto de teste de 28 amostras (14 atuais e 14 elevadas) pelo algoritmo Kennard–

Stone (Kennard & Stone, 1969). Três vizinhos mais próximos foram selecionados para as duas 

classes, pois forneceram a melhor classificação, conforme indicado pelos resultados de 

validação cruzada. Os parâmetros de desempenho de qualidade encontrados para os modelos k-
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NN para classificação entre os níveis de CO2 foram calculados a partir da matriz de confusão 

(Tabela 4). 

Um bom desempenho de classificação foi alcançado para os extratos ED de grãos de 

café do conjunto de treinamento, com sensibilidade (taxa de verdadeiros positivos) e 

especificidade (taxa de verdadeiros negativos) de 91,67% para as classes de CO2 elevado e atual 

(Tabela 4). Para o conjunto de predição, o modelo apresentou sensibilidade de 100% e 

especificidade de 92,86% para a classe de CO2 atual e 92,86% e 100%, respectivamente, para 

a classe de CO2 elevado. No caso dos extratos de etanol puro, o modelo de treinamento foi 

94,44% sensível e 100% específico para os grãos de café da classe de CO2 atual, e teve 100% 

de sensibilidade e 94,44% de especificidade para os grãos da classe de CO2 elevado. No 

conjunto de previsão, a sensibilidade foi de 92,86% e a especificidade de 85,71% para a classe 

de CO2 atual. As taxas de predição para grãos cultivados sob CO2 atmosférico elevado tiveram 

sensibilidade de 85,71% e especificidade de 92,86%. 

 

Tabela 4. Matriz de confusão e parâmetros de desempenho de qualidade para o modelo k-NN 
construído a partir de voltamogramas SWV anódicos de extratos etanólicos e de mistura binária 
etanol-diclorometano para discriminação entre os níveis de CO2 de grãos de café coletados de 
plantas cultivadas em diferentes ambientes. Atual: CO2 atmosférico atual; Elev.: CO2 

atmosférico elevado; Sens: Sensibilidade; Espec: Especificidade. 

 Conjunto treinamento Conjunto teste 

k = 3 Atual Elev Sens Espec Atual Elev Sens Espec 

Etanol: Diclorometano (ED) 

Atual 33 3 91,67 91,67 14 1 100 92,86 

Elevado 3 33 91,67 91,67 0 13 92,86 100 

Etanol (E) 

Atual 34 0 94,44 100 13 2 92,86 85,71 

Elevado 2 36 100 94,44 1 12 85,71 92,86 

 

Os resultados dos modelos k-NN confirmaram que os grãos de café foram classificados de 

acordo com os ambientes de CO2, mesmo quando coletados em diferentes camadas dos 



160 
 

 

cafeeiros, por meio de perfis SWV. A fim de avaliar se o k-NN é capaz de classificar os grãos 

de café de plantas cultivadas nos dois ambientes de CO2 levando em consideração o regime de 

água, quatro classes foram investigadas usando os extratos ED e E. Cada conjunto relativo a 

cada solvente foi dividido em um conjunto de treinamento de 72 amostras (18 para CO2 atual 

não irrigado, 18 para CO2 atual irrigado; 18 para CO2 elevado não irrigado e 18 para CO2 

elevado irrigado) e um conjunto de teste de 28 amostras (7 para CO2 atual não irrigado , 7 para 

CO2 irrigado atual; 7 para CO2 elevado não irrigado e 7 para CO2 elevado irrigado), usando o 

algoritmo de Kennard-Stone (Tabela 5). 

Para o conjunto de treinamento para extratos ED de grãos de café coletados de plantas 

irrigadas cultivadas sob o ambiente atual de CO2, a sensibilidade e especificidade foram de 

100% (Tabela 5), enquanto os resultados do conjunto de predição foram 100% sensíveis e 

90,48% específicos. Os grãos da classe formada por plantas não irrigadas no nível atual de CO2 

tiveram uma sensibilidade do conjunto de treinamento de 83,33% e especificidade de 94,44%. 

Para o conjunto de predição, a sensibilidade foi 85,71% e a especificidade de 100%. Os 

resultados de sensibilidade e especificidade encontrados por k-NN para grãos de plantas 

irrigadas cultivadas sob CO2 elevado foram os mesmos que para a classe de grãos de plantas 

não irrigadas cultivadas sob CO2 atual. Os resultados de treinamento para os grãos de café da 

classe não irrigada de CO2 elevado foram 94,44% sensíveis e 98,15% específicos, enquanto o 

conjunto de predição mostrou uma sensibilidade de 100% e especificidade de 100%. 

Os extratos obtidos com etanol puro para grãos de café de plantas irrigadas cultivadas 

sob CO2 atual tiveram sensibilidade de 88,89% e especificidade de 100% para o modelo de 

treinamento k-NN, com 100% e 85,71%, respectivamente, para o conjunto de predição (Tabela 

5). Grãos de ambas as plantas, não irrigadas cultivadas sob CO2 atual e plantas irrigadas 

cultivadas sob CO2 elevado, apresentaram sensibilidade e especificidade de 100% para o 

conjunto de treinamento. No entanto, o modelo de predição para a classe de grãos de plantas 
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não irrigadas cultivadas sob CO2 atual foi de apenas 71,43% sensível, enquanto a sensibilidade 

do modelo para a classe de grãos de plantas irrigadas cultivadas em CO2 elevado foi de 85,71%. 

Ambos os modelos tiveram especificidade superior a 95%. Finalmente, para o conjunto de 

dados de predição dos grãos de plantas não irrigadas cultivadas em CO2 elevado, o modelo 

apresentou sensibilidade e especificidade de 85,71% e 100%, respectivamente. 

O avanço das técnicas analíticas para detecção e quantificação metabólica aprofundou 

nosso conhecimento sobre as alterações ecometabólicas em plantas devido a distúrbios 

ambientais (Jan & Ahmad, 2019). No entanto, como mostramos, cada técnica instrumental 

contribui com diferentes informações químicas sobre as impressões digitais metabólicas. O 

método ComDim tem se mostrado uma ferramenta vantajosa para investigar respostas 

instrumentais pertinentes ao interesse da investigação. Neste estudo, ComDim forneceu 

informações sobre o processo de extração em relação aos solventes empregados, além das 

alterações metabólicas decorrentes das mudanças climáticas. Vale ressaltar que a associação de 

planejamento fatorial-planejamento de misturas-ComDim é promissor em processos de análise 

exploratória quando o conhecimento sobre qualquer fator experimental é desconhecido, como 

metabólitos alterados, solvente extrator ideal e técnica instrumental que melhor caracteriza a 

discriminação das classes investigadas, e até mesmo determinar quais perturbações ambientais 

têm efeitos importantes na modificação da composição química do órgão da planta. 

A primeira DC mostrou que todas as técnicas são capazes de explorar o efeito do 

solvente extrator na composição da impressão digital. O processo de identificação da 

similaridade ou dissimilaridade entre os escores é fundamental para a escolha de solventes de 

extração adequados que atribuem diferentes informações químicas ao método de impressão 

digital. Esse tipo de estudo sistemático permite ganhos no número de classes metabólicas 

contidas no processo de classificação ou exploração multivariada (Marcheafave et al., 2020a). 

 



162 
 

 

Tabela 5. Matriz de confusão e parâmetros de desempenho de qualidade para o modelo k-NN dos voltamogramas SWV anódicos de extratos 
etanólicos e de mistura binária etanol-diclorometano para discriminação entre os níveis de CO2 de grãos de café coletados de plantas irrigadas e 
não irrigadas. Atual IRR.: CO2 atual irrigada; Atual NI: CO2 atual não irrigada; Elev. IRR.: CO2 elevado irrigado; Elev. NI: CO2 elevado não 
irrigado; Sens: Sensibilidade; Espec: Especificidade. 

 Conjunto de treinamento Conjunto teste 

k = 3 Atual 
IRR 

 

Atual 
NI 

Elev. 
IRR 

Elev. 
NI. 

Sens Espec Atual 
IRR 

 

Atual 
NI 

Elev. 
IRR 

Elev. 
NI. 

Sens Espec 

Etanol: Diclorometano (ED) 

Atual IRR. 18 0 0 0 100 100 7 1 1 0 100 90,48 

Atual NI. 0 15 3 0 83,33 94,44 0 6 0 0 85,71 100 

Elev. IRR. 0 2 15 1 83,33 94,44 0 0 6 0 85,71 100 

Elev. NI. 0 1 0 17 94,44 98,15 0 0 0 7 100 100 

Etanol (E) 

Atual IRR. 16 1 0 0 88,89 100 7 1 1 1 100 85,71 

Atual NI. 0 17 0 0 100 100 0 5 0 0 71,43 100 

Elev. IRR. 0 0 18 0 100 100 0 1 6 0 85,71 95,24 

Elev. NI. 2 0 0 18 100 96,30 0 0 0 6 85,71 100 
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DC4 e DC8 indicaram a separação entre os escores devido à concentração de dióxido 

de carbono atmosférico. ComDim destaca o potencial da análise SWV anódica e RMN de 1H 

como perfis espectrais que melhor indicam a significância biológica devido aos efeitos das 

mudanças climáticas na composição química dos grãos de café. RMN de 1H é indicada como a 

técnica espectroscópica mais adequada para a obtenção de perfis metabolômicos, mas requer 

equipamentos e análises caras. Apesar de seu baixo custo e relativa simplicidade, as 

classificações metabólicas do SWV, juntamente com métodos quimiométricos adequados de 

reconhecimento de padrões, ainda são raramente utilizadas em estudos de ecometabolômica, 

com poucos exemplos no controle de qualidade de alimentos (Salamanca-Neto et al., 2020). 

Por meio de métodos multibloco, é possível comparar a SWV com técnicas amplamente 

utilizadas (por exemplo, CL-EM, GC-EM, RMN, FT-IR, entre outros) e avaliar seu uso e 

implementação, conforme aplicado em nosso estudo. A análise de SWV é fácil de operar, sendo 

rápida, econômica, sensível e a sua respectiva instrumentação está em pleno desenvolvimento 

científico. 

Finalmente, k-NN classificou com sucesso os grãos de C. arabica devido aos níveis de 

concentração de CO2 atmosférico, mostrando alta especificidade e sensibilidade para os extratos 

E e ED, conforme indicado pelos escores do ComDim. A classificação pelo modelo k-NN 

mostrou que a distribuição dos grãos no perfil vertical da planta fornece impressões digitais não 

lineares devido às variações ambientais. Dentre os 15 extratos obtidos a partir do planejamento 

de misturas, aqueles obtidos com etanol e etanol-diclorometano apresentaram os melhores 

conjuntos metabólicos que indicaram a alteração química devido ao aumento do dióxido de 

carbono atmosférico. Esses mesmos solventes são promissores na discriminação de grãos de 

café cultivados sob diferentes níveis de CO2, quando analisados por outros métodos 

instrumentais e quimiométricos (Marcheafave et al., 2020b; Marcheafave et al., 2020c), o que 

corrobora com nossos resultados.
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4 CONCLUSÃO 

 
A estratégia, Planejamento Fatorial-Planejamento de Misturas-ComDim, apresentou 

bons resultados para a análise multibloco dos dados obtidos a partir de diferentes métodos 

analíticos e impressões digitais multifacetadas. ComDim permitiu a discriminação dos grãos de 

café cultivados sob dois níveis de CO2 por SWV anódico e RMN de 1H, de acordo com os 

parâmetros das DC4 e DC8, e indicou os solventes extratores que melhor promovem a 

separação entre as classes. Este estudo destacou o potencial da análise SWV anódica, 

juntamente com métodos quimiométricos adequados para a classificação de amostras de café 

cultivadas sob dois níveis diferentes de CO2 atmosférico. De acordo com o gráfico de loadings 

da DC4, as impressões digitais voltamétricas indicaram que os grãos cultivados no nível atual 

de CO2 foram discriminados pelos picos anódicos em 0,66, 0,70, 0,98 e 1,19 V, e os grãos sob 

CO2 elevado pelo pico em 0,80 V. Enquanto a quercetina foi um dos compostos químicos 

importantes nos grãos de café cultivados nas atuais condições ambientais de CO2, o ácido 

clorogênico foi predominante para o CO2 elevado. A partir dos parâmetros da DC8, as 

impressões digitais de RMN de 1H para ácidos graxos, cafeína, trigonelina e glicose 

aumentaram nos grãos nos níveis atuais de CO2, enquanto o ácido quínico/ácidos clorogênicos, 

ácido málico e caveol/cafestol aumentaram nos grãos de café devido ao CO2 elevado. Os 

extratos obtidos nas misturas binárias etanol-diclorometano e etanol puro indicaram as 

melhores separações entre os grãos devido à alteração do dióxido de carbono. Por outro lado, 

ComDim não apresentou padrão de separação entre os escores devido à disponibilidade de água, 

indicando que o fator CO2 teve maior impacto no metaboloma do grão de Coffea arabica do 

que a disponibilidade de água. A classificação k-NN confirmou os resultados do ComDim, 

discriminando e prevendo grãos cultivados em diferentes ambientes de CO2. Além disso, por 

meio da seleção de solventes de extração, o algoritmo k-NN foi capaz de classificar as 

impressões digitais ecometabólicas devido ao regime hídrico. Como tal, as técnicas 
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eletroanalíticas são ferramentas promissoras para explorar as mudanças nas condições 

ambientais dos grãos de café e outras matrizes vegetais, complementando outras técnicas 

analíticas.
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CONCLUSÃO GERAL 

Individualmente, a espectroscopia NIR com medidas de impressão digital no modo de 

transmitância associada aos extratos delineados pelo planejamento de misturas foi capaz de 

indicar satisfatoriamente mudanças químicas entre os grãos de Coffea arabica oriundos de 

diferentes concentrações atmosféricas de CO2 e disponibilidade hídrica. A análise exploratória 

por ACP indicou que, nesta técnica, os extratos em etanol e etanol-diclorometano contém a 

informação metabólica que melhor indica as alterações químicas nos grãos. Coincidentemente, 

esses mesmos extratos têm comportamento similar nas impressões digitais obtidas com a 

espectrofotometria na região UV e na técnica SWV. 

As impressões digitais UV indicaram a diferenciação química entre os grãos em virtude 

das alterações de CO2 atmosférico. Através dessa técnica, pela primeira vez, o efeito de 

mitigação do CO2 sob a seca foi verificado quimicamente pela impressão digital. Em condições 

elevadas de CO2 atmosférico, não houve evidência de diferença química pelo perfil espectral 

investigado no extrato etanólico – o que contrapõe os perfis espectrais sob CO2 atual de grãos 

irrigados e não irrigados que são discriminados em virtude dessa alteração ambiental. A 

impressão digital UV foi capaz de indicar a interação CO2×disponibilidade hídrica a partir das 

impressões digitais para o sistema extrator etanólico e mistura binária etanol-diclorometano 

pelo ASCA. 

Através da técnica de RMN de 1H, perfis químicos com maior diversidade metabólica, 

frente aos demais métodos, demonstrou que o CO2 atmosférico é o efeito principal de maior 

significância sob as alterações químicas dos grãos crus de café. Nessa técnica, o efeito principal 

da disponibilidade hídrica e a interação entre CO2×disponibilidade hídrica não foram 

significativos pelo ASCA. As impressões digitais de RMN de 1H com análise ACP, ASCA e 

PLS-DA determinaram perfis espectrais para ácidos graxos, cafeína, trigonelina e de glicose 

com aumentos em grãos de CO2 atual, enquanto ácido quínico/ácidos clorogênicos, ácido 
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málico e caveol/cafestol aumentaram em grãos de café sob elevado CO2. Estas alterações 

químicas foram parcialmente concordantes entre UV, RMN e SWV. Modelos de discriminação 

PLS-DA confirmaram a mudança química entre os grãos e ainda, através de um teste de 

robustez do método, provou ser capaz de classificar corretamente impressões digitais de grãos 

de C. arabica proveninentes de diferentes estratificações do perfil vertical da planta e diferentes 

sistemas extratores. 

O método multiblocos sumarizou todas as impressões digitais provenientes das técnicas 

UV, NIRS, RMN de 1H, SWV e FT-IR obtidas com os diferentes solventes extratores. 

Resultados do ComDim indicaram que SWV anódico e RMN de 1H tem maior capacidade de 

discriminação entre os grãos cultivados em diferentes ambientes de CO2 atmosférico. 

O compilado de resultados demonstra que os grãos de C. arabica são suscetíveis as 

mudanças climáticas, principalmente o aumento atmosférico de CO2. A mitigação da seca pelo 

incremento de CO2 pode ser um indicador benéfico ao desenvolvimento dos cafés, visto a 

previsão de secas mais severas no futuro. Entretanto, as mudanças ocasionadas por essas 

alterações não se restringem apenas a mudanças químicas. Todo o ecossistema é alterado e põe 

em risco diversas vertentes sociais, políticas, econômicas e sanitárias. 

A associação entre o experimento agronômico FACE e as metodologias de impressão 

digital foram capazes de indicar e explorar as alterações químicas ocasionadas no frutos crus 

de forma real, evidenciando a concordância metabólica entre as diferentes técnicas 

instrumentais e metodologias químiométricas. Dessa forma confirma a hipótese de mudança 

química em virtude das alterações climáticas. 

Por fim, a aplicação do planejamento estatístico de misturas associado a 

ecometabolômica foi fundamental para determinar os sistemas extratores que continham o 

máximo de informação metabólica relacionado as alterações químicas dos grãos de Coffea 

arabica. A junção das várias técnicas experimentais foram fundamentais para explorar a 
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mudança climática em uma matriz complexa de forma abrangente, consolidando estratégias 

analíticas de experimentação na área de ecometabolômica. 
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ANEXO A 

 
ANÁLISE EXPLORATÓRIA DA MULTI-IMPRESSÃO DIGITAL 

 

A vantagem de usar o planejamento de misturas para obter diversas impressões digitais 

do material vegetal é a variabilidade da seletividade do solvente extrator - dipolaridade, acidez 

e basicidade. A variação nos parâmetros de Snyder [1] permite observar as interações do 

sistema extrator, seja maximizando ou minimizando a extração de determinadas classes de 

compostos e, consequentemente, alterando o perfil metabólico obtido pela técnica 

espectrofotométrica (Tabela 1). 

As variações nos padrões das impressões digitais podem ser fundamentais para 

identificar as diferenças em matrizes que possuem composições químicas muito semelhantes, 

como é o caso de investigações sobre o estresse ambiental em alimentos, onde muitas vezes 

diferenças quantitativas são detectadas em poucos metabólitos. Essa abordagem permite 

maximizar o número de impressões digitais possíveis em experimentos sistemáticos com 

seletividades conhecidas para uma única amostra (multi-impressão digital). As ferramentas de 

discriminação multivariada podem, assim, identificar mudanças sutis no perfil dessas multi-

impressões digitais e indicar a melhor condição de extração para maximizar as diferenças 

metabólicas. A aplicação da técnica experimental do planejamento de misturas pode indicar o 

máximo possível de diferenças nos perfis metabólicos entre os conjuntos de amostras 

investigadas, que dificilmente serão encontrados através da escolha aleatória de um único 

solvente de extração. 

O gráfico de escores para as multi-impressões digitais na região UV para os grãos 

irrigados e não irrigados nas duas condições de CO2 mostraram comportamentos semelhantes 

(Fig. 2A e 2B, texto principal). Esse fato apoia a reprodutibilidade das extrações - o que também 

pode ser visto nos respectivos gráficos de loadings (Fig. A1). Na região positiva da CP1 no 
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gráfico dos escores (Fig. 2A e 2B, texto principal), localizaram-se as impressões digitais de 

extratos de etanol puro, éter etílico e suas misturas, enquanto na região negativa localizaram-se 

as demais impressões digitais. Etanol e éter etílico têm valores altos e similares para o parâmetro 

de basicidade (β). Pressupõe-se, portanto, que a discriminação das impressões digitais ao longo 

da CP1 se deve a essa interação no processo extrativo. Em correlação com os loadings (Fig. 

A1A e A1B), as bandas em 223, 248, 292 e 328 nm estão relacionadas aos extratos de etanol e 

éter etílico. Essas bandas são características dos metabólitos da classe dos ácidos clorogênicos 

[2,3].  

A região positiva da CP2 discriminou extratos de etanol puro e sua mistura com 

diclorometano (ED), enquanto na região negativa foram encontradas impressões digitais 

obtidas com éter etílico puro e as misturas binárias Eet e Det (Fig. 2A e 2B, texto principal). A 

principal diferença entre éter etílico e etanol está no parâmetro de acidicidade (α). O éter etílico 

não tem essa seletividade característica, enquanto o etanol possui um alto valor de acidicidade. 

Na região positiva, as bandas de 256, 286 e 328 nm, características dos ácidos clorogênicos, 

estão correlacionadas com o extrato etanólico (Fig. A1A e A1B). Por outro lado, a banda em 

226 nm na região negativa, correlacionada com éter etílico, sugere a presença de cafestol (Fig. 

A1A e A1B) [3,4]. 

A variação físico-química das propriedades do sistema de solventes fornece impressões 

digitais com informações diversas. O solvente pode ser escolhido para investigar as diferenças 

mais intrigantes e sutis das diferentes classes metabólicas. 

Testes estatísticos univariados podem ser usados como complemento para 

interpretações gráficas multivariadas. Para o nosso conjunto de dados do planejamento de 

misturas, o teste t foi aplicado aos escores médios da CP1 e CP2 de árvores não irrigadas e 

irrigadas para confirmar os extratos de solvente com diferenças significativas entre as condições 

atuais e elevadas de CO2 (Tabela A1). As plantas não irrigadas apresentaram para CP1 uma 
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diferença significativa nos escores de 11 dos 15 sistemas de solventes, enquanto 12 dos 15 

apresentaram diferenças significativas nos escores da CP2. Os escores de CP1 e CP2 para 

árvores irrigadas tiveram ambas 10 diferenças significativas diantes dos 15 sistemas extratores. 

 
Fig. A1. Gráficos de loadings para multi-impressão digital na região UV de grãos crus de C. 

arabica cultivados sob nível atual e elevado de CO2. As multi-impressões digitais foram obtidas 
através de um planejamento estatístico de misturas. A) Cafeeiros não irrigados; B) cafeeiros 
irrigados. 
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Tabela A1. Resultados do teste t para os escores da análise de componentes principais 
comparando as diferenças de média entre as duas condições de dióxido de carbono para a multi-
impressão digital obtida pelo planejamento estatístico de misturas. 
 

Notação 
do 

extrato 

Cafeeiros não irrigados 
 

Cafeeiros irrigados 
 

Escores da 
CP1 

Escores 
da CP2 

Escores 
da CP1 

Escores 
da CP2 

E 5,45 7,85 4,86 6,75 

D -0,13 0,36 8,99 12,25 

H -16,46 -36,81 -7,43 -32,20 

et 13,11 -20,00 -5,18 -10,97 

ED 22,26 21,08 5,97 6,64 

EH 4,83 5,48 5,87 5,99 

Eet 3,73 9,30 -1,53 2,46 

DH -3,19 -6,28 2,09 6,82 

Det -18,96 11,29 -2,45 -0,01 

Het -1,28 -2,21 -0,73 -0,98 

EHet 3,60 1,20 6,75 9,95 

EDet -0,35 25,42 10,28 -1,34 

EDH 10,18 10,22 -2,95 4,53 

DHet 0,47 2,80 -0,72 0,42 

EDHet 10,16 9,40 -6,38 -8,27 

* Valor t crítico correspondente no nível de 95% de confiança: t4;0,05 = 2,78. 
* Os valores em vermelho são significativos no nível de confiança de 95%. 
 

Referências 

 

[1] V.J. Barwick, Strategies for solvent selection - A literature review, TrAC - Trends Anal. 

Chem. 16 (1997) 293–309. doi:10.1016/S0165-9936(97)00039-3. 

[2] A. Belay, A. V. Gholap, Characterization and determination of chlorogenic acids (CGA) 

in coffee beans by UV-Vis spectroscopy, African J. Pure Appl. Chem. 3 (2009) 234–

240. doi:10.5897/AJPAC. 

[3] A.E. Terrile, G.G. Marcheafave, G.S. Oliveira, M. Rakocevic, R.E. Bruns, I.S. 

Scarminio, Chemometric Analysis of UV characteristic profile and infrared fingerprint 

variations of Coffea arabica green beans under different space management treatments, 

J. Braz. Chem. Soc. 27 (2016) 1254–1263. doi:10.5935/0103-5053.20160022. 

[4] R.C.E. Dias, M. de T. Benassi, Discrimination between Arabica and Robusta coffees 



179 
 

 

using hydrosoluble compounds: Is the efficiency of the parameters dependent on the 

roast degree?, Beverages. 1 (2015) 127–139. doi:10.3390/beverages1030127. 

 



180 
 

 

ANEXO B 

 

 

Fig. B1. Dinâmica em: A) chuvas diárias e irrigação (mm) e déficit de pressão de vapor máximo 

diário estimado, próximo do meio-dia (VPDmax, KPa), B) CO2 elevado diário (e[CO2]) e atual 

(a[CO2]) (µL CO2 L-1) registrados dentro dos octógonos do experimento FACE de janeiro de 

2016 a maio de 2016. A injeção de CO2 ocorreu apenas durante o dia. O período de colheita 

dos frutos é indicado. 
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Fig. B2. Importância da variável na projeção (VIP) da análise discriminante por mínimos 

quadrados parciais (PLS-DA). 

 

Tabela B1. Planejamento fatorial para investigação dos efeitos das mudanças climáticas na 

impressão digital metabólica dos grãos de Coffea arabica. 

Fatores - + 

1. Níveis de CO2  Atual (390 µL L-1) Elevado (590 µL L-1) 
2. Disponibilidade de água Sem irrigação  Com irrigação  
 Nível do fator 
Experimento fatorial 1 2 
1 - - 
2 - + 
3 + - 
4 + + 
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Tabela B2. Grãos de Coffea arabica coletados de plantas cultivadas sob CO2 atual foram 

usados para confirmar a classificação correta pelo modelo de previsão PLS-DA a partir de 

impressões digitais de RMN. Grãos coletados de quatro camadas dos cafeeiros com 50 cm de 

espessura (camada 1: <50 cm, camada 2: 51 - 100 cm, camada 3: 101 - 150 cm, camada 4:> 

150 cm). Solventes de extração escolhidos aleatoriamente a partir do delineamento do 

planejamento de misturas, E = etanol; H = hexano; D = diclorometano; e = éter etílico. 

Amostra Estrato de coleta Solvente de extração 
1 3 H 

2 4 EDH 

3 3 ED 

4 3 De 

5 3 De 

6 3 D 

7 3 D 

8 3 EDe 

9 3 EDe 

10 4 EDH 

11 4 EDH 

12 3 H 

13 3 H 

14 4 Ee 

15 3 E 

16 3 E 

17 4 EHDe 

18 3 He 

19 4 DH 

20 4 DH 

21 2 e 

22 2 EHe 
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ANEXO C 

 
ANÁLISE EXPLORATÓRIA DE IMPRESSÕES DIGITAIS POR COMDIM 

 

A análise exploratória dos extratos de café por ComDim foi obtida por meio de seis 

técnicas instrumentais. Os escores de DC4 e DC8 mostram a separação dos extratos de grãos 

de café cultivados sob níveis elevados e atuais de CO2 (Fig. 1). Os padrões de discriminação 

dos escores de DC1 e DC2 foram identificados pelos tipos de solventes e suas misturas usadas 

(Fig. C1). No entanto, o gráfico de escores de DC3, DC5, DC6 e DC7 não forneceu informações 

adicionais significativas para diferenciar as amostras (Fig. C2). 
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Fig. C1. Escores da análise ComDim para DC1 (A) e DC2 (B) para as impressões digitais das 
quatro classes de grãos de Coffea arabica; Atual NI = CO2 atual não irrigado; Atual IRR = CO2 
atual irrigado; Elev. NI = CO2 elevado não irrigado; Elev. IRR = CO2 elevado irrigado. As 
identificações dos escores correspondem ao meio de extração usado a partir do planejamento 
de misturas (Tabela 1): E = etanol; D = diclorometano; H = hexano; e = éter etílico. 
 

A Fig. C1A mostra a projeção dos escores na DC1, em que a maioria dos extratos 

obtidos usando solventes contendo etanol estavam localizados no lado negativo, enquanto os 

extratos com solventes não etanólicos (isto é, sem etanol) estavam no lado positivo. Todas as 

técnicas estudadas contribuíram para a separação dos extratos na DC1, de acordo com os 

valores de saliência (Tabela 3). A ordem decrescente das contribuições observadas foram: 

SWV, FT-IR e RMN de 1H , UV e NIRS. 
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Fig. C2. Escores da análise ComDim para DC3 (A), DC5 (B), DC6 (C) e DC7 (D) para as 
impressões digitais das quatro classes de grãos de Coffea arabica; Atual NI = CO2 atual não 
irrigado; Atual IRR = CO2 atual irrigado; Elev. NI = CO2 elevado não irrigado; Elev. IRR = 
CO2 elevado irrigado. As identificações dos escores correspondem ao meio de extração usado 
a partir do planejamento de misturas (Tabela 1): E = etanol; D = diclorometano; H = hexano; e 
= éter etílico. 
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Para avaliar as variáveis de cada bloco na DC1, foram investigados os respectivos 

loadings (Fig. C3). O gráfico loadings dos voltamogramas SW mostrou que os picos que mais 

contribuíram para a separação dos extratos etanólicos estavam localizados principalmente no 

lado negativo do gráfico de escores foram: 0,40, 0,78 e 1,21 V para a varredura catódica e 0,66, 

0,70, 0,77, 0,89 e 1,19 V para a varredura anódica de SWV (Fig. C3E e C3F, respectivamente). 

Uma avaliação do perfil voltamétrico (varreduras catódicas e anódicas) foi realizada onde o 

extrato de C. arabica foi incrementado individualmente com a adição de padrão analítico dos 

principais constituintes do café (Fig. C4). De acordo com os resultados, os picos catódicos em 

0,40 e 0,78 V foram relacionados ao ácido clorogênico (dados não mostrados). O ácido 

clorogênico (0,80 V) e a quercetina (0,66 e 0,98 V) (Fig. C4) também foram metabólitos 

importantes para a discriminação de extratos etanólicos no modo anódico (Fig. C3F). Bandas 

de UV (Fig. C3A) em 216, 245 e 328 nm, com ombro em 298 nm, também indicaram ácido 

clorogênico, reforçando a conclusão de que este metabólito pode ser extraído em maiores 

quantidades na presença de etanol na composição do extrator em comparação com misturas de 

solventes para as quais o etanol não era um componente. O RMN apresentou picos que podem 

ser atribuídos à cafeína, como 3,88, 3,56 e 3,22 ppm (Marcheafave et al., 2020) e a estrutura de 

glicose 5,19-5,18 ppm (Marcheafave et al., 2020), além dos picos em 1,07, 1,05 e 1,04 ppm 

(Fig. C3D). As bandas do espectro FT-IR relacionadas a esses extratos foram em torno de 3300, 

1045 e 989 cm-1 (Fig. C3B), que podem ser atribuídos a glicose (Belchior, Botelho, Casal, 

Oliveira, & Franca, 2020; Craig, Franca, & Oliveira, 2011; Sivakesava & Irudayaraj, 2000, 

2001). Finalmente, os valores de loading na região NIR mais importantes foram em 1446 nm e 

1660 nm (Fig. C3C), ambos os comprimentos de onda altamente relacionados aos açúcares. 

Embora a primeira região seja dominada por sinais de água, outros compostos com alongamento 

O-H podem contribuir para essas absorções, assim como carboidratos (Rambo, Amorim, & 
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Ferreira, 2013). A segunda região pode ser atribuída a uma combinação do primeiro sobretom 

do O-H em açúcares, como mencionado acima (Paradkar, Sakhamuri, & Irudayaraj, 2002).  

 
Fig. C3. Gráficos de loadings para a primeira dimensão comum (DC1): A) UV; B) FT-IR; C) 
NIRS; D) RMN de 1H; E) SWV catódico; F) SWV anódico e para a segunda dimensão comum 
(DC2): A) UV; B) FT-IR. 
 

Para os extratos sem etanol na composição do extrator (hexano, diclorometano e éter 

etílico e suas respectivas misturas binárias e ternárias), o gráfico de loadings para DC1, com 

valores positivos nos voltamogramas, apresentou apenas um pico em 0,98 V no catódico 
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Fig.C3E) e modo anódico (Fig. C3F), respectivamente. Os loadings com valores positivos nas 

bandas de FT-IR correspondem aos metabólitos da fração lipídica (2922, 2850, 1743, 1165 e 

720 cm-1) (Belchior et al., 2020; Gomez, Abonia, Cadavid, & Vargas, 2011; Raba et al., 2015), 

que ajudou na separação dos extratos obtidos sem a presença de etanol (Fig. C3B). Essas classes 

metabólicas foram sugeridas, pois o éter etílico é o solvente mais amplamente utilizado para a 

extração de lipídios e o hexano para a extração de óleos em geral. O gráfico de loadings para 

DC1 para os espectros NIR (Fig. C3C) também ajudou a discriminar os extratos sem etanol 

com a banda de 928 nm atribuída à vibração angular C-H (Paradkar & Irudayaraj, 2002). 

Os gráficos de escores da DC2 (Fig. C1B) forneceram informações adicionais 

significativas para a separação dos extratos em relação aos solventes, bem como DC1. Na região 

negativa da DC2, encontram-se os extratos obtidos pelo éter etílico puro e a mistura binária 

etanol-éter etílico. Para esta dimensão comum, dois blocos contribuíram para a discriminação 

desses extratos: espectros de UV - com maiores valores de saliência (Tabela 3) e espectros de 

FT-IR. Avaliando os gráficos de loading da DC2 para a técnica espectrofotométrica de UV, a 

separação dos metabólitos por éter etílico puro e a mistura binária de etanol-éter etílico foi 

devido à banda em 225 nm (Fig. S3A), que pode ser atribuída à metabólitos da fração lipídica 

(Dias, De Faria, Mercadante, Bragagnolo, & Benassi, 2013; Gomez et al., 2011). Os espectros 

originais para o éter etílico puro e a mistura etanol-éter etílico apresentaram banda em 280 nm, 

reforçando a presença e importância da fração lipídica para esses extratos. Além disso, os 

espectros FT-IR confirmam esta classe de metabólitos, uma vez que as bandas importantes para 

a separação desses extratos foram em torno de 2922, 2850, 1743, e 1162 cm-1 (Fig. S3B) 

(Gomez et al., 2011; Raba et al., 2015). 
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Fig. C4. Voltamogramas de onda quadrada dos padrões: (A-1) ácido clorogênico, (A-2) 
quercetina, (A-3) ácido ferúlico, (A-4) ácido gálico, (A-5) ácido cumárico e (A-6) ácido cafeico. 
Perfil voltamétrico de onda quadrada do extrato etanólico (BH; linha preta) antes e (linha 
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vermelha) após a adição dos padrões: (C) ácido clorogênico, (D) quercetina, (E) ácido ferúlico, 
(F) ácido gálico, (G) ácido cumarico e (H) ácido cafeico. Condições SWV: f = 30 Hz, A = 40 
mV, ΔES = 2 mV. Eletrólito suporte: 0,1 mol L – 1 de HClO4 em metanol, c = 20 µg L – 1 de 
cada padrão e diluição 1:10 do extrato. 
 
 

 
Fig. C5. Perfil voltamétrico de onda quadrada dos extratos etanólicos (linha preta) e etanol-
diclorometano (linha vermelha) de grãos de Coffea arabica usando o BDDE. Condições SWV: 
f = 30 Hz, A = 40 mV, ΔES = 2 mV. Eletrólito suporte: 0,1 mol L – 1 de HClO4 em metanol. 
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