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RESUMO

Impressdes digitais de folhas de Coffea arabica L. colhidas do mesmo gendtipo
(Catuai IAC 99) em diferentes alturas foram utilizadas para determinar variagdes de
metabdlitos devido a diferentes condi¢cdes hidricas. Pelo planejamento experimental
de misturas foi possivel desenvolver um procedimento que mostra os efeitos das
variagdes dos solventes na extragado de metabdlitos no material vegetal. A analise de
componentes principais dos espectros na regido ultravioleta-visivel indicam
diferencas espectrais entre solventes como também em condi¢gdes hidricas,
principalmente entre as regides de 280-370 nm e 400-500 nm podendo ser
atribuidos a concentragbes de compostos xantinicos, como cafeina e derivados, e a
pigmentos predominantes em folhas. Dos espectros no infravermelho verificou-se
claramente a presenga de pigmentos, como carotendides, clorofilas e derivados.
Pela analise dos cromatogramas e espectros obtidos por CLAE-DAD de extratos
selecionados foi possivel observar diferencas na quantidade de metabdlitos e
concentracdes para diferentes condigdes hidricas e alturas das plantas.

Palavras-chave: Impressao digital. Coffea arabica L. Catuai IAC 99. Planejamento
de misturas. Analise de componentes principais.



SCHEEL, Guilherme Luiz. Chromatographic and spectroscopic fingerprint
comparison of Catuai IAC 99 genotype in different solvents: relationships of
droght and the main metabolites. 2015. 84 f. Dissertacdo de Mestrado (Mestrado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Fingerprints of Coffea arabica L. leaves collected from the same genotipe (Catuai
IAC 99) at different heights were used to determine variations in metabolites due
different conditions. By experimental mixture design, it was possible to develop a
procedure that presents the solvent variations effects in the metabolites extraction
from plant material. Principal component analysis on spectra obtained in the
ultraviolet-visible indicates differences between solvents but also for water conditions,
pricipally at regions between 280-370nm and 400-500 nm which could be attributed
to concetrations of xanthine compounds, such as caffeine and derivatives, and
pigments prevalent in leaves. From infrared spectra it were clearly verified the
presence of pigments, as carotenoids, chlorophylls and derivatives. By
chromatograms and spectra analysis, obtained by HPLC-DAD of selected extracts, it
were observed differences in the extracted metabolites amount and concentrations
for different water conditions and heights in plants.

Key words: Fingerprinting. Coffea arabica L.. Catuai IAC 99. Statistical mixture
design. Principal component analysis.
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1 INTRODUGAO E OBJETIVOS

Para varios estados brasileiros, o café representa um dos pilares da
economia por ser uma das bebidas mais difundidas entre as culturas mundiais.
Dentre as variedades, a Coffea arabica L. apresenta relevante importancia por
superior qualidade’? e, entre os principais cultivares, os do grupo 'Catuai' tém se
destacado pela elevada adaptacdo a diversas regi(”)es.3 O grupo origina-se do
cruzamento artificial entre 'Caturra’ e 'Mundo Novo', para reunir caracteristicas de
produtividade e rusticidade do 'Mundo Novo' com o porte reduzido de 'Caturra’. Os
cultivares oriundos desse cruzamento tém frutos de coloragdo amarela ou vermelha,
maturacdo meédia, elevada adaptacdo a condigdes com e sem irrigagdo e
caracteristicas fenotipicas ndo marcantes.*®

Diferente da maioria das plantas que emitem suas inflorescéncias na
primavera e frutificam no mesmo ano, a variedade leva dois anos para completar seu
ciclo fenolc')gico.6 O estudo da floracdo do cafeeiro, na perspectiva de uniformizacéo,
sempre foi um grande desafio, cheio de antagonismos e controvérsias perante o
grande numero de fatores de diversas naturezas envolvidos neste notavel processo
fisioldgico. A teoria atual € a de que o cafeeiro necessita de certo estresse hidrico
para que ocorra a floracdo, entretanto existem controvérsias quanto a este
aspecto.”"°

Varios artigos de revisao e livros abordam as relagbes entre a agua

e o cafeeiro,'?’

no entanto desconhecem-se os mecanismos ecofisiolégicos que
conduzem o cafeeiro a floragdo. Sabe-se que as relagdes hidricas, a temperatura e a
irradiancia interagem para desencadear os processos que conduzem a formagéo e
abertura da flor, com destaque para a deficiéncia de agua, mas a contribuigdo de
cada um desses fatores ainda encontra-se aberta a investigagdes.

As condicdes ambientais em que a planta estda exposta também
intermediam na sintese de metabdlitos secundarios, através de inducido de reacdes
fisiologicas e adaptacbes relacionadas as mudangas bioquimicas observadas em
seus metabolismos.?? % A intensidade de luz e déficit hidrico, assim como a idade e
o desenvolvimento da planta, podem influenciar na quantidade de metabdlitos
secundarios e por consequéncia na qualidade do produto.?*

Ao contrario dos metabdlitos primarios, que sao indispensaveis aos

seres vivos, os metabdlitos secundarios agem como mecanismos de autodefesa
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para garantir a sobrevivéncia da planta no ecossistema, como também para atrair
polinizadores e contribuir ao perpetuamento da espécie.?* Em condicdes de estresse
ambiental espera-se que haja variagdes qualitativas de substancias de caracteristica
defensiva como alcaldides entre outros.??

Os alcaldéides sao constituidos por uma enorme quantidade de
substancias estruturalmente distintas provenientes de aminoacidos, terpenos e
esterdides. Alcaldides purinicos sao metabdlitos secundarios derivados de
nucleotideos purinicos provenientes de um amplo grupo na natureza que, em sua
constituicdo, apresentam anéis heterociclicos contendo nitrogénio.?* ?°

As metilxantinas sao alcal6ides purinicos naturalmente presentes no
Coffea arabica L., sendo a cafeina de grande relevancia. A cafeina é sintetizada em
folhas jovens e acumula-se em folhas maduras por ter degradagao relativamente
lenta. A biossintese ativa da cafeina ocorre nas folhas superiores e na parte superior
da haste, mas esta ausente nas folhas inferiores, cotilédones, raizes e caule inferior.
A “teoria de defesa quimica” propdem que altas concentragcdes de cafeina sao
encontradas em folhas jovens, frutos e botbes florais da espécie para agir como
defesa de tecidos vegetais jovens contra patogénicos e herbivoros.?®

Os compostos fendlicos sao constituintes onipresentes de plantas
superiores encontradas em uma grande variedade de alimentos comumente
consumidos, tais como frutas, legumes, cereais e leguminosas, e nas bebidas como
o vinho, cha e café. Estes compostos sdao metabdlitos secundarios de plantas
geralmente envolvidos na defesa contra a radiagao ultravioleta ou agressao por
patdégenos. Varios milhares de compostos fendlicos sdo descritos em alimentos e
podem ser agrupados em diferentes classes de acordo com a sua estrutura quimica
basica, e em subclasses diferentes, de acordo com substituicbes especificas na
estrutura de base, associacdo com hidratos de carbono e formas polimerizadas.?’

Enquanto os taninos condensados sao o0s principais compostos
fendlicos na polpa de café, na semente os compostos fendlicos estdo presentes
predominantemente como uma familia de ésteres formados entre certos acidos
hidroxicinamicos e acido quinico, coletivamente conhecidos como 4acidos
clorogénicos (ACG). Outros compostos fendlicos, tais como taninos, lignanos e
antocianinas também estao presentes nas sementes de café, embora em pequenas
quantidades. Acidos clorogénicos, que estdo presentes em concentracdes elevadas

nas sementes de café verdes, tem um papel muito importante na determinacao da
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qualidade do café e na formagdo de sabor do café. Embora os ACG sejam
encontrados principalmente nas sementes de café, eles também tém sido
encontrados na polpa de café e em folhas.?’

Pigmentos vegetais correspondem a um amplo numero de
moléculas que apresentam coloracdo. Devido a estrutura quimica é possivel
distingui-los em cinco familias: tetrapirrélicos (como as clorofilas), carotendides,
compostos fendlicos, flavondides e compostos N-heterociclicos.?® Por estarem
naturalmente presente em plantas, as clorofilas e carotenoides sao compostos
organicos frequentemente encontrados em alimentos e podem ser utilizados como
indicadores de estresse. Suas variagdes espectrais fornecem uma compreensao das
respostas fisioldgicas para as condigdes de crescimento e adaptagdes da planta. O
estresse vegetal, ocasionado por uma variedade de fatores, geralmente diminui a
concentracdo de clorofilas e aparentemente aumenta a de carotenoides e outros
pigmentos.?

Uma das abordagens mais modernas para o controle de qualidade
de alimentos sdo as técnicas de impressao digital.>*=°. Szo técnicas rapidas, de alta
capacidade e que analisam as amostras como um todo para prover classificacoes
por diferentes estados biolégicos ou de origem. As variagcdes dos metabdlitos sao
observadas principalmente por variagbes espectroscépicas ou cromatograficas sem
o conhecimento prévio das identidades dos compostos investigados, especialmente
quando existe falta de padrdes auténticos para identificacdo dos componentes
ativos.>®

A espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis) como ferramenta
de triagem é capaz de discriminar variagdes de diversas origens, devido a grande
parte dos metabdlitos secundarios absorverem luz ultravioleta, incluindo as
substancias que contém uma ou mais duplas ligagcbes e substancias que
apresentam elétrons desemparelhados.®” Valladdo e colaboradores,® utilizando
espectrofotometria UV-Vis em extratos de M. salicifolia obtidos com hexano como
solvente, obtiveram resultados que indicam diferengas na sintese de metabdlitos
devidos a fatores ambientais.

Recentemente a espectroscopia na regido do infravermelho tem sido
introduzida como uma técnica de impresséo digital. Seu principio encontra-se no fato
de que ligagbes quimicas, em numeros de onda especificos, absorvem radiagao e

viboram de muitas maneiras, como em estiramentos e desdobramentos angulares.
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Estas vibragbes podem ser correlacionadas com ligagdes simples ou grupos
funcionais de uma molécula para a identificacdo de compostos desconhecidos. Os
estudos investigativos em plantas tém demonstrado a existéncia de diferencas em
metabolitos devido a perturbagdes abidticas ou bioticas.*

Outra técnica muito util para detecgao de metabdlitos e amplamente
utilizada para impressao digital € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com detector de arranjo de fotodiodos (DAD). Este tipo de analise € atualmente
aplicada para muitos compostos com caracteristicas cromoforas. Através dela é
possivel separar metabdlitos de extratos brutos sem uma preparagao complexa da
amostra, pois € uma técnica rapida, sensivel e aplicavel a uma ampla variedade de
matrizes amostrais. O interessante é que as informagdes geradas por todos os
comprimentos de onda sao armazenadas durante a analise, e multiplos
comprimentos de onda podem ser monitorados ao mesmo tempo para a deteccio de
diferentes classes de compostos.>®

A extracdo de informagdes dos resultados de um experimento
quimico envolve a analise de um grande numero de variaveis. Um pequeno numero
de variaveis muitas vezes contém as informacdes quimicas mais relevantes,
enquanto a maioria adiciona pouco ou nada a interpretagdo dos resultados em
termos quimicos. A decisdo sobre quais variaveis sao importantes geralmente é
realizada com base na intuicdo quimica ou na experiéncia utilizando critérios mais
subjetivos do que objetivos.*°

Nas ultimas décadas a analise estatistica multivariada foi introduzida
no tratamento de dados quimicos, com o intuito de extrair maior quantidade de
informagbes dos elementos que estdo sendo analisados. Diferente da analise
estatistica univariada, que tem aplicagdo limitada por medir uma variavel
sistematicamente em varias amostras, o modelo estatistico dos métodos
multivariados considera a correlagcdo entre muitas variaveis analisadas
simultaneamente.*’ A andlise de componentes principais (ACP) e de agrupamento
hierarquico (AH) sdo métodos estatisticos multivariados complementares que tem
grande aceitagdo na analise de dados quimicos.** 4!

A analise de componentes principais € uma abordagem estatistica
empregada para analisar inter-relagbes entre um extenso numero de variaveis e

explica-las em termos de suas dimensdes inerentes comuns. O ambito é de
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condensar as informagdes contidas em diversas variaveis originais para um conjunto
menor de variaveis estatisticas com uma perda minima de informagao.*® '

A técnica de agrupamento hierarquico interliga as amostras por suas
associagdes, produzindo um dendrograma no qual as amostras semelhantes,
segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si. A suposi¢cao basica de sua
interpretacdo é que, quanto menor for a distancia entre os pontos, maior a
semelhancga entre as amostras.** #!

Ao contrario da consideravel quantidade de pesquisas sobre
influéncia das relacdes entre déficit hidrico e cafeeiro, poucos estudos relatam o
contetido metabdlico de outras partes da planta do café, como as folhas.?**** Pelo
estudo com folhas, € possivel estimar antecipadamente, a caracteristica da planta
quanto ao teor dos metabdlitos sem a necessidade de esperar a producdo de
frutos.*®> Delaroza e colaboradores, utilizando perfis quimicos obtidos de materiais
vegetais provenientes de folhas de Coffea arabica L. e planejamentos estatisticos,
constataram que folhas expostas a condi¢gdes de intensa radiacdo sofrem maior
estresse do que folhas autossombreadas provenientes de alturas inferiores.?
Mondolot e colaboradores investigaram a composi¢do bioquimica e localizagao de
ACGs durante o desenvolvimento foliar de folhas de Coffea canephora e observaram
que acidos clorogénicos e alcaloides acumulam-se sob a mesma regido e podem ser
transportados a 6rgaos maduros por vasos de floema, especialmente quando estes
metabolitos sdo necessarios como resposta a alguma forma de estresse.*

Os trabalhos encontrados na literatura revelam que tradicionalmente
a extragcdo dos metabdlitos secundarios € realizada com solventes puros ou com
solventes misturados em agua.** Dessa maneira existe a necessidade de explorar
extratos de plantas obtidos com as misturas dos solventes. Por planejamentos
estatisticos de misturas é possivel desenvolver um procedimento de analise rigoroso
e econdmico para demonstrar os efeitos das variacdes dos solventes na extragcao de
metabdlitos no material vegetal.*®4’

O objetivo geral do trabalho é entender e obter relagdes entre os
compostos metabdlicos, mediante condigdes de déficit hidrico e posicionamento
vegetal (arquitetura), através de métodos quimiométricos de planejamento
experimental e de analise multivariada associada a dados espectroscépicos e

cromatograficos.



f

,Jn ’;

kELOH

[\

NE &JD DS
IMi Qv r ICOS
£

%

L-*%



24

2 METODOS QUIMIOMETRICOS

Quimiometria € o uso de métodos matematicos e estatisticos para
melhorar a compreensao da informacdo quimica e relacionar parametros de
qualidade, ou propriedades fisicas, aos dados instrumentais obtidos. O resultado da
abordagem quimiométrica vem ganhando eficiéncia na avaliagdo da qualidade do
produto e pode levar a praticas laboratoriais mais eficientes ou sistemas de controle
de qualidade automatizados.”® No campo da quimica analitica, quimiometria é a
disciplina que utiliza métodos matematicos e estatisticos multivariados para a
obtencdo de informacdes relevantes da maneira mais favoravel sobre sistemas
materiais.*°

O desenvolvimento de instrumentos e processos quimicos conduziu
a uma necessidade de meétodos avangados para realizar experimentos, calibrar
instrumentos e analisar dados. E reconhecido que a maioria dos sistemas é de
natureza multivariada e abordagens univariadas ndo séo susceptiveis de resultar em
melhores solugcdes. Ao mesmo tempo, os instrumentos tém evoluido em termos de
complexidade, capacidade computacional avangada, de modo que foi possivel
desenvolver e empregar cada vez mais, complexos métodos de computagéo

intensiva.*®

2.1 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

O produto resultante de uma mistura tem caracteristicas que
dependem da natureza de seus ingredientes e das proporgdes relativas dos
mesmos, ndo da quantidade total da mistura. A soma das propor¢des dos diversos
componentes de uma mistura é sempre 100%.%" Para uma mistura qualquer de b

componentes, pode-se escrever

b

> %, =100%=1

i=1

onde, x; representa a propor¢cdo do i-ésimo componente e b o numero total de

componentes.
A Equacgao 1 retira um grau de liberdade das proporgdes. Para

especificar a composicdo da mistura, s6 é preciso fixar as proporcdes de b-1

(1)



25

componentes. A propor¢cdo do ultimo componente sera sempre o que falta para

completar 100%.°" °2 Devido a restricdo da Equagdo 1 aos valores de X, (proporcéo

do i-ésimo componente), 0 espago torna-se uma regido simplex. Um simplex
apresenta uma configuragao espacial determinada por um nimero de pontos a mais
do que o numero de dimensdes do espaco. Cada um dos b pontos que determinam
o0 simplex representam uma mistura no qual um dos b componentes assume a
proporgao 1.%1°2

Além da restricao natural mostrada na Equagao 1, podem existir
restricdes dos limites superiores e inferiores dos teores dos componentes na
mistura, sempre com a soma menor que um, para possibilitar o preparo da amostra.
Tais restricbes para um caso geral de b componentes sdo descritas na Equacgéo 2,

onde os pontos sdo chamados os vértices do simplex.>?

b
O<a;<c e da<l,i=12..b (2)
i=1

onde, ¢; equivale a limites inferiores ndo nulos e c, € a proporgdo do componente i
na mistura.

Para sistemas com trés fatores independentes, Figura 1, podem-se
realizar experimentos correspondentes a qualquer ponto dentro do tridngulo,

obedecendo a restrigdo x, + X, + X, =1.>

Figura 1 - Modelo experimental de processo com trés fatores
independentes em um triangulo com pontos axiais.

Xy
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Os pontos correspondentes ao solvente puros estdo representados
nos vértices. Em cada aresta do tridngulo, se encontram os pontos que
correspondem as misturas binarias. No centro localiza-se o ponto que representa a
mistura ternaria equitativa. Para complementar o conjunto de dados, pontos

interiores (ou axiais) foram propostos.®**?

2.2 ANALISE EXPLORATORIA Dos DADOS

O esquema de analise multivariada dos dados experimentais por
meétodos quimiométricos esta ilustrado na Figura 2. Antes de proceder a analise dos
dados, é realizada visualmente uma inspec¢ao para verificar problemas de variagao
da linha de base, sobreposicdo de picos e ruidos. Os dados sao convertidos na
forma de uma matriz (tabela de dados), a qual sera representada por X. As n linhas
da matriz representam os objetos, enquanto que as p colunas sao variaveis que
correspondem a uma variavel medida para cada amostra. Se necessario, €
realizada, em seguida, uma pré-selegao das variaveis para definir regido do espectro

ou cromatograma que contém a informagao que sera utilizada no calculo.

Figura 2 - Esquema da sequéncia usada na analise multivariada dos dados
experimentais, ACP (Andlise de Componentes Principais) e AH
(Agrupamento Hierarquico).
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2.2.1 Pré-processamento dos Dados

O pré-processamento é uma etapa importante da analise, pois os
dados de uma forma geral contém fontes de variagdo, como erros aleatorios, erros
sistematicos ou unidades diferentes. Ele é definido como qualquer transformacgao
matematica nos dados com o objetivo de remover ou reduzir estas fontes
irrelevantes de variacdo. Pode ser dividido em dois tipos basicos, dependendo se
sao operados nos valores relacionados as amostras ou as variaveis, e a sua escolha
vai depender do conjunto de dados e do objetivo.**

A normalizagdo € um tipo de pré-processamento que tem como
objetivo reduzir a influéncia de variagdes indesejadas presentes no conjunto de
dados.®® Os dois tipos mais comuns sdo a normalizagdo por area total ou por
comprimento do vetor.’*=® A normalizagdo por area total é feita dividindo cada valor
original pela soma de todos os valores absolutos das medidas, Equagao 3. Este
procedimento tem a finalidade de corrigir a variagdo do volume da amostra, sem

destruir a proporcionalidade das substancias organicas.*

Onde, xi'j refere-se aos dados pré-processados da amostra i e variaveis j.

A normalizagéo por comprimento de vetor é feita dividindo cada valor
original pela raiz quadrada da soma dos quadrados de todos os valores das
variaveis da mesma linha, Equagao 4. A finalidade é remover a variagéao sistematica,

normalmente associada com a quantidade total da amostra.>®

O pré-processamento mais comum para as variaveis na analise
exploratéria é o autoescalonamento.”” Neste caso os valores originais em cada

coluna da matriz sdo subtraidos das respectivas médias e divididos pelo desvio

(3)

(4)
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padrdao, Equacado 5. O propésito dessa transformacao é permitir que todas as
variaveis possam exercer influencias equitativas nos resultados, além de torna-los

adimensionais.®®

CXe =X
=X (5)

No qual s; € o desvio padrao para a variavel j.

2.2.2 Analise de Componentes Principais

A analise por componentes principais reduz as variaveis através de
critérios objetivos permitindo a construcdo de graficos bidimensionais contendo
maior informagao estatistica. Este método tem por finalidade basica a reducédo da
dimensionalidade dos dados a partir de combinacdes lineares, permitindo detectar

amostras anbmalas e selecionar variaveis enquanto simultaneamente retém a

informacéo contida nos dados.* ®°

Sua decomposigéo é calculada através da diagonalizagdo da matriz

XX' ou X'X . A matriz X formada por n objetos e p variaveis € decomposta no

(n,p)?

59, 60

produto de duas matrizes menores , conforme Equacao 6.

P', . +E

X " @p) TEwmp (6)

T

(np) ~

no qual T ¢ a matriz dos escores das componentes principais, P’ ,€ a matriz

(n,a) (a.p

“loadings” das componentes principais e E, ,, € a matriz dos residuos. O sobrescrito
t indica a transposta da matriz e g € um escalar que indica o numero de fatores que

descreve a maior parte da variancia dos dados.*®®® Este procedimento esta

representado esquematicamente na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema da decomposicao da matriz X no produto de duas matrizes.

(n.p)

P q p P

Na diagonalizagdo da matriz X'X , os escores descrevem como as

diferentes linhas da matriz X se relacionam. Suas representacfes graficas

(n.p)
(escores plotados uns contra os outros) formam uma das ferramentas mais
poderosas que os métodos baseados em componentes principais podem oferecer.
Pelas representacdes graficas dos loadings, é possivel determinar quais variaveis
s&o responsaveis por padrées encontrados nos escores.®*

A ACP transforma o conjunto original de variaveis relacionadas entre
si, em um novo conjunto de um numero igual de varidveis independentes
(nominados componentes principais ou fatores), que sdo combinacgdes lineares das
variaveis originais. Embora a quantidade de fatores seja igual ao numero de
varidveis, em geral a maior parte da variagdo no conjunto de dados pode ser
explicada pelos primeiros fatores, que podem ser usados para representarem as
observacdes originais. O primeiro fator € definido na direcdo da maxima variancia
dos dados de todo o conjunto. O segundo € a direcdo que descreve a variacao
méxima no subespaco ortogonal ao primeiro fator. Os seguintes sado ortogonais as
anteriores, descrevendo o maximo das variancias restantes.®? Existem dois métodos

para obter os fatores,®® que diferem na forma de normalizar as componentes:
Primeiro método

1) Calcular a matriz de covariancia;

2) Calcular os g autovalores 4, , € os correspondentes autovetores U; da matriz

de covariancia;
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3) Calcular Py, =A, (U;)%, onde A, é uma matriz diagonal de ordem q x g,

(a.,p)

composta pelos elementos n&o nulos 4,4, K,4,. Cada autovetor e

normalizado de forma que o quadrado de seu médulo seja igual ao autovalor;

4) Caleular T, =X Pq. p)(A )Y'. As colunas sdo normalizadas pelos

reciprocos dos autovalores.
Segundo método

1) Calcular a matriz de covariancia;

2) Calcular os g autovalores 4, , e os correspondentes autovetores U; da matriz

de covariancia;

3) Calcular P, =U,;

(a.p)

4) Calcular T, ,, =X Neste caso, cada autovetor é normalizado para 1,

(n.q) (n,p) (q p) "

tornando o procedimento computacional mais simples que o anterior.

A soma dos quadrados dos elementos de uma coluna é a variancia
ao longo do fator, representado nesta coluna. Esta soma dividida pelo numero de
variaveis p da a fracdo de variancia explicada pelo fator.®®

Embora a dimensionalidade se reduza, para um numero de fatores q
com variancias significativas e de mesma unidade, estes fatores nem sempre séo
facilmente interpretados. A técnica de rotacdo varimax, descrita por Kaiser, faz a
rotacdo dos fatores para encontrar uma posicdo mais facilmente interpretavel. A
matriz dos fatores mais simples para interpretar, obtido pela rotagcdo, contém poucos

“loadings” de grandes valores e muitos “loadings” préximos de zero.®?
2.2.3 Analise de Agrupamentos Hierarquicos

A analise de agrupamento € uma técnica utilizada para classificar
objetos por associagdo chamados de conglomerados ou agrupamentos. Logo, em
cada agrupamento os objetos tendem a ser semelhantes, mas diferentes de objetos

em outros agrupamentos.**%*
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Através de uma medida de semelhanga (similaridade ou
dissimilaridade) para todos os pares de objetos é possivel obter suas caracteristicas,
possibilitando a comparagdo com outra medida de semelhanca e a associagao dos
objetos semelhantes por meio da analise de agrupamentos. As medidas de distancia
representam a similaridade, na qual descreve a proximidade entre as observacdes
ao longo das variaveis. %%

A distédncia euclidiana é frequentemente empregada por ser a
maneira matematicamente mais simples de calculo. Ela é definida pela Equacgao 7.
Quanto mais préximo de zero for a distancia euclidiana, mais similares sdo os

objetos comparados. 4°%*

1

d(j,k) = |:i(xij _Xjk)2:|2

Onde, x; € a j-ésima caracteristica do i-€simo objeto e x, € a j-ésima caracteristica

do k-ésimo objeto.

O procedimento de aglomeragdo mais utilizado €& a analise
hierarquica de agrupamentos que se caracteriza pelo estabelecimento de uma
hierarquia ou estrutura em forma de arvore. Ela interliga por suas associagbes 0s
objetos, produzindo uma representacado grafica chamada de dendograma, onde os

objetos semelhantes sd@o agrupados entre si.*> ® No eixo horizontal sdo colocadas
as amostras e, no eixo vertical, o indice de similaridade, Sj,k, calculado segundo a

Equacgao 8. Os dendrogramas, portanto, consistem em diagramas que representam
a similaridade entre pares de amostras (ou grupos de amostras) numa escala que

vai de um (identidade) a zero (nenhuma similaridade).*°

Six {Ld%)m}

Onde, d,, € a distancia entre os pontos j e k;
(d), s € a distdncia maxima entre qualquer par de pontos de um conjunto de dados

no espaco f-dimensional.

(7)

(8)
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Para os procedimentos de aglomeracdo deve-se optar por um
método especifico. Deve-se definir como vai ser caracterizada a similaridade entre
dados ou grupos de dados, para em seguida agrupa-los de acordo com varios
critérios, que sao apresentados a seguir.65

a) Ligacdo Simples (vizinho mais proximo): Define a semelhanca
entre agrupamentos como a menor distancia de qualquer objeto de
um agrupamento a qualquer objeto no outro. Tal abordagem é
provavelmente o algoritmo aglomerativo mais versatil, pois ele pode
definir uma vasta gama de padrbes de aglomeracgdo. Portanto, o
agrupamento é funcéo de objetos Unicos que estavam préximos. &
b) Ligagdo Completa (vizinho mais distante): E comparavel ao da
ligacdo simples, exceto que a similaridade de agrupamento se
baseia em distancia maxima entre observagdbes em cada
agrupamento. Similaridade entre agrupamentos € a menor esfera
(diametro minimo) que pode incluir todas as observagdes em ambos
0s agrupamentos. Esse método € chamado de ligagcdo completa
porque todos os objetos em um agrupamento s&o conectados uns
com os outros a alguma distancia maxima. ®°
c) Ligacdo média: O método de ligagdo média difere dos
procedimentos de ligagcdo simples e completa no sentido de que a
similaridade de quaisquer dois agrupamentos € a similaridade média
de todos os individuos em um agrupamento com todos os individuos
em outro. A similaridade é baseada em todos os elementos dos
agregados, e ndo em um unico par de membros extremos. Os dois
agrupamentos com a distdncia média mais baixa sao unidos para
formar o novo agrupamento. ®°

d) Método centréide: A similaridade entre dois agrupamentos e a

distancia entre seus centrdéides. Centroides sdo os valores médios

das observacdes sobre as variaveis na variavel estatistica de
agrupamento. Neste método, toda vez que individuos sao reunidos
um novo centroide € computado. Existe uma mudanga no centroide
do agrupamento toda vez que um novo individuo ou grupo de

individuos sdo acrescentados a um agregado ja existente. ®°
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e) Método Ward: O método consiste em um procedimento no qual a
medida de similaridade utilizada para formar agrupamentos é
calculada como a soma de quadrados, entre dois agrupamentos,
feita sobre todas as varidveis. A selecdo de qual par de
agrupamentos a combinar é baseada em qual combinagdo de
agregados minimiza a soma interna de quadrados no conjunto

completo de agrupamentos separados ou disjuntos.64
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Os aspectos relacionados ao procedimento experimental para a
obtencdo de dados espectroscépicos e cromatograficos do extrato das folhas de
Coffea arabica L. gendtipo Catuai IAC 99 sédo abordados neste capitulo. Um resumo

do procedimento experimental esta representado na Figura 4.

Figura 4 — Procedimento experimental para a obtengcao de dados espectroscépicos
e cromatograficos das folhas de Coffea arabica L. gendtipo Catuai IAC
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3.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS FOLHAS

Folhas de Coffea arabica correspondentes ao gendtipo Catuai IAC
99, foram coletadas em 09 de outubro de 2012, no Instituto Agronédmico do Parana
(Londrina). As folhas foram coletadas de plantas com 46 anos de plantio (matrizes),
de plantas irrigadas e nao irrigadas, ambas com 3 anos de plantio. Com o objetivo
de verificar a influéncia da arquitetura da planta e do efeito de irradiagéo luminosa, a
colheita foi estratificada de 40 em 40 cm de altura do cafeeiro. O numero de estratos
para as matrizes foram cinco, trés para plantas irrigadas e trés para plantas nao

irrigadas, conforme Figura 5.

Figura 5 — Representacao da coleta das folhas das plantas do gendétipo Catuai IAC
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As amostras foram transportadas em sacos de papel até o
laboratério. Apds, procedeu-se a distribuicado das amostras em bandejas para efetuar
a secagem sob circulacdo de ar a temperatura ambiente. A cada 24 h, as folhas
eram revolvidas para permitir a aeragao do material vegetal. O processo de secagem
variou de 15 a 20 dias dependendo da quantidade de folhas em cada bandeja.
Quando totalmente secas, as folhas foram trituradas em liquidificador doméstico,
peneiradas com peneira de plastico para retiradas dos cabinhos, embaladas em
sacos de plasticos e submetidas a vacuo. O armazenamento foi realizado em

freezer/cooler, até o momento das analises.
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3.2 REAGENTES

Etanol, diclorometano e hexano de grau analitico foram adquiridos,
respectivamente, das marcas Impex®, Alphatec® e Anidrol®. Acetonitrila e metanol de
grau para cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram adquiridos da
LiChrosolv® (Darmstadt, Alemanha). Para obtencéo da fase moével foi utilizada agua

preparada a partir do sistema de purificagdo Milli — Q da Millipore®.
3.3 PREPARO DOS EXTRATOS

Foram pesados aproximadamente 2,0 g de folhas secas para
prosseguir a extracdo por solvente utilizando o modelo centroide simplex,
consistindo de etanol (e), diclorometano (d) e hexano (h) para solventes puros, trés
misturas binarias, trés misturas ternarias axiais e uma ternaria equitativa conduzida
em sextuplicata. As propor¢cbes das misturas estdo descritas na Tabela 1. O
processo de extracao/remaceracao foi repetido quatro vezes com intervalo de 24
horas (overnight). Os extratos brutos foram concentrados em rota-evaporador
Fisotom® e a secagem finalizada em corrente de ventilacdo de ar e liofilizador VirTis
SP Scientific® Sentry 2.0 .

Tabela 1 — Proporgbes dos solventes para cada amostra segundo planejamento de

misturas
Amostra Etanol (e) Diclorometano(d) Hexano (h)

e 1 0 0
d 0 1 0
h 0 0 1
ed % A 0
eh JA 0 I
dh 0 A JA
Edh % JA ¥%
eDh ¥ A Y%
edH ¥% JA %
edh A JA A
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3.4 ESCOLHA DOS SOLVENTES E POLARIDADES DE MISTURAS

Os solventes foram selecionados segundo caracteristicas descritas
por Snyder para uso cromatografico, Tabela 2. Esta abordagem conduz a uma
descrigao dos diferentes solventes em termos de sua acidicidade (a), basicidade (),

dipolaridade (11*) e polaridade (P).%®

Tabela 2 - Critérios descritos por Snyder dos solventes selecionados.”

Solvente Polaridade (P) Acidicidade Dipolaridade Basicidade
(a) (1r%) (B)

Etanol 4.3 0.39 0.25 0.36
Diclorometano 3.1 0.27 0.73 0.00
Hexano 0.1 0.00 0.00 0.00

Solventes pouco polares, como o hexano, extraem da planta, mais
facilmente, mistura de compostos de baixa polaridade e compostos polares pouco
hidrofilicos. Compostos mais polares e hidrofilicos s&o extraidos com mais facilidade
por etanol, devido o solvente ser forte doador e receptor de prétons com carater
dipolar intermediario.®”

Compostos que se comportam como acidos ou bases lipossoluveis
sao extraidos de preferéncia, utilizando-se suas propriedades de formarem sais
hidrossoluveis, com bases inorganicas no caso de acidos e, com acidos inorganicos,
no caso das bases organicas. Devido o solvente diclorometano apresentar-se
doador de protons com carater fortemente dipolar, € possivel extrair, além de
compostos polares, substancias lipofilicas basicas, oleos fixos, ceras, agliconas,
sapogeninas.®’

Para misturas de solventes, o parametro polaridade é calculado pela
multiplicagcdo da proporgao de volume de cada solvente e sua propria polaridade,
conforme Equacgdo 9. A ordem decrescente de polaridade de solventes e suas

misturas estdo na Tabela 3.%°

onde, ¢ € a proporgdo do volume de cada solvente e P, s&o os valores de

polaridade dos solvente puros.®®



Tabela 3 — Polaridade de solventes e suas misturas, em ordem decrescente

Solvente

e
ed
Edh

eDh

edh
eh
dh

edH

Polaridade (P)

4.3
3.7
3.35
3.1
2.75
2.5
2.2
1.6
1.25
0.1

3.5 ANALISES ESPECTROFOTOMETRICAS NO ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UV-VIS)
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O espectrofotdmetro Thermo Scientific® Evolution 60 foi utilizado

para estas analises. Para analise ultravioleta-visivel (UV-Vis), 3,0 mg de cada

extrato bruto foram solubilizados em 1 mL de seus respectivo solvente ou mistura
de solventes de acordo com o planejamento mostrado na Tabela 1. Uma aliquota de
100 uL dessa solucgao foi diluida em 1900 pL do solvente extrator. Os espectros dos

extratos foram registrados na regido de 200 — 800 nm.

3.6 ANALISES ESPECTROSCOPICAS NO INFRAVERMELHO

Um espectrdometro Thermo Scientific® Nicolet 1S10 FTIR equipado

com um acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) de cristal de germénio foi

utilizado para a analise. Os espectros dos extratos foram registados na regido

4000-675 cm™' e para cada um foram efetuadas 32 varreduras utilizando-se

resolucdo de 4 cm™.
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3.7 ANALISES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Cada amostra foi preparada pesando-se 3,0 mg de extrato bruto e
diluindo em 1 mL de metanol. Apds, filtrou-se utilizando um filtro de membrana 0,20
uL CHROMAFIL® XTRA PTFE — 20/25 (Macherey — Nagel GmbH & Co. KG,
Germany). Quinhentos microlitros da fase mével inicial ACN: H,O (15:85 v/v) foram
adicionados a 100 pL desse extrato. Uma aliquota de 20 yL desta solug¢ao diluida foi
injetada no CLAE. A analise por CLAE foi conduzida em um cromatoégrafo liquido
Thermo Scientific® SPD — M10AV Finnigan Surveyor 61607 equipada com detector
de arranjo de diodos Finnigan PDA Plus e quatro bombas Thermo — Electron
Corporation. As condigdes cromatograficas foram: coluna Kinetex C18, 2,6 um HILIC
100 A, com dimensdes de 150 mm x 4,6 mm (Phenomenex), pré-coluna Kinetex
HILIC 4,6 mm (Phenomenex) e fluxo de fase mével de 0,5 mLmin™". O gradiente de
concentracado da fase movel foi: ACN: H,O (15:85 v/v), 0,00 — 0,44 min.; ACN: H,O
(35:65 v/v), 0,45 — 2,67 min.; ACN: H,O (90:10 v/v), 2,68 — 3,33 min.; ACN: H,O
(15:85 v/v), 3,34 — 12,00 min. A eluicdo foi monitorada em 276, 290 e 325 nm. Os

dados foram processados utilizando o software ChromQuest 4.2.
3.8 PROGRAMAS COMPUTACIONAIS

A analise de componentes principais (calculada pelo primeiro método e com
rotacdo varimax) e agrupamento hierarquico foram realizados nos espectros de
ultravioleta-visivel, de infravermelho e também nos cromatogramas utilizando os
softwares Statistica 7.0 ( Statistica for Windows 7.0, Statsoft, Tulsa, OK, EUA, 2004)
e Origin Pro 8 SRO ( OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ANALISE EXPLORATORIA POR ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Os 165 extratos obtidos utilizando o planejamento de misturas com
trés componentes para as trés plantas: matriz (5 estratos), irrigada (3 estratos) e nao
irrigada (3 estratos), foram analisados por espectroscopia no UV-Vis. Os dados dos
espectros obtidos na regido de 200 a 800 nm foram dispostos numa matriz de dados
165 x 601. Estes dados foram autoescalonados e sujeitos a ACP e AH. Cinco fatores
permitem explicar 98,57% da variancia dos dados. Embora o Fator 1 tenha a maior
variancia explicada (88.51%), ele ndo contém informagdo quimica no sentido de
discriminar as variagdes ambientais propostas, mas divide o conjunto em trés grupos
de acordo com a polaridade. No grafico do escore para o Fator 1, Figura 6, nota-se
um comportamento decrescente (demarcado pela linha tracejada) para os valores
mais positivos, ao contrario do Fator 2 que exibe em valores mais positivos uma

maior polaridade.

Figura 6 — Representacao grafica dos escores do Fator 1 versus Fator 2 para os
espectros em ultravioleta-visivel de todos os extratos
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Na projecao grafica dos “loadings” do primeiro fator também existem
informacdes relevantes, Figura 7. Na regido do visivel, 370-750 nm, os “loadings”
organizam-se semelhantes a absorbéncias de sistemas de ligagbes duplas
conjugadas de pigmentos, principalmente a feofitina a (410, 505, 535, 607 e 665
nm)®®. Como as substancias responsaveis pela absorcédo e transferéncia de energia
luminosa nos organismos autoétrofos sdo os pigmentos, ja era esperado encontrar
indicios nos extratos. Entretanto, a identificagdo dos pigmentos sobre a unica base
de espectros de absorcdo, apresenta grandes restricbes. A sobreposigdo das
bandas de absorbancia dos pigmentos presentes dificulta a identificacdo e
estimativa da concentracao individual e € muito menos eficaz, especialmente se o
nimero de pigmentos é maior do que trés.?® De acordo com a Figura 7, quanto mais
positivo os valores dos escores, Figura 6, maior a concentragcdo de metabdlitos

extraidos, principalmente clorofilas e carotendides.

Figura 7 — Projecao grafica dos “loadings” para o primeiro fator que explica 88.51%
da variancia total, dos espectros em ultravioleta-visivel de todos os

extratos.
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A Figura 8 mostra a projecdo do Fator 2 com o Fator 4, no qual é
possivel ver a formacao de grupos distintos, demarcados pela area tracejada. O
segundo fator separa os extratos preparados em etanol e a mistura binaria
etanol:diclorometano (1:1 v/v), localizados na regido mais positiva. O Fator 4
diferencia os extratos preparados em hexano também na regido mais positiva. O
restante dos extratos encontra-se em regides menos positivas e/ou proximos de

Zero.

Figura 8 — Representacédo grafica dos escores do Fator 2 versus Fator 4 para os
espectros em ultravioleta-visivel de todos os extratos.
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O gréfico dos loadings dos Fatores 2 e 4, Figura 9, mostra as
variaveis com maior influéncia na discriminag&o dos extratos. Os resultados sugerem
que existem diferengas nas composi¢des quimicas das amostras em relagcdo ao
agente extrator. Observa-se que os valores positivos do fator 2 estdo localizados nos
comprimentos de onda de 230, 278 e 324 nm influenciando na separagao dos
grupos de extratos obtidos em etanol e mistura binaria etanol:diclorometano (1:1

v/v). O grupo de extratos obtidos com hexano, posicionados na parte positiva do
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Fator 4, sdo mais influenciados por metabdlitos com absor¢gao nos comprimentos de
onda de 254, 262, 446 e 475 nm. Esta interessante diferenciacdo por solventes
ocorre devido os mesmos apresentarem propriedades distintas capazes de
influenciar na eficiéncia da extracdo e garantir o maior ou menor numero de

metabdlitos extraidos.

Figura 9 — Representacao grafica dos “loadings” para o segundo (preto) e quarto
(vermelho) fator dos espectros em ultravioleta-visivel de todas as
amostras.
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Utilizando as informacdes dos escores, Figura 8, e “loadings”, Figura
9, é possivel determinar nos espectros na regido UV-Vis dos extratos obtidos, quais
picos de absorbancia os diferem dos demais. Os espectros dos extratos obtidos com
etanol e mistura binaria etanol:diclorometano (1:1 v/v) como solvente, Figura 10,
exibem altos valores de absorbancia nas regides de comprimento de onda de 230 e
278 nm possivelmente provenientes de um acumulo de compostos metilxantinicos
devido a formagdo e degradacdo da cafeina. Em espécimes de Coffea arabica, a
cafeina esta presente em folhas em concentragbes que variam de 0.8% a 1.9% em
peso seco.”® As amostras também absorvem na regido de 324 nm podendo ser um

indicio de compostos fendlicos, como acidos clorogénicos. Os mesmos contém duas
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bandas espectroscopicas caracteristicas no UV-Vis: a primeira aparece entre 280
nm devido a presenca de anel aromatico (sendo valida para todos os compostos

fendlicos) e a segunda € uma banda longa situada no intervalo de 300-360 nm."?

Figura 10 — Projecao grafica dos espectros em radiagao ultravioleta-visivel dos
extratos obtidos com a) etanol e b) mistura binaria
etanol:diclorometano (1:1 v/v) como solventes.
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Em relagéo a pigmentos, o espectro de absorcdo de um extrato é
util, quando existe um dominio de um pigmento ou se varios compostos tém
espectros semelhantes. Este & o caso dos extratos obtidos com hexano, Figura 11.
Na regido de 250-270 nm, os extratos apresentam elevada absortividade em 254 e
263 nm, que corresponde a dienos conjugados e a trienos, respectivamente. O pico
largo em torno de 390-500 nm pode refletir a presenca de carotenoides, que
conferem a coloragdo alaranjada ao extrato. O fato de existir absortividade em 535-
670 nm (compostos relacionados com clorofila) comprova existir uma maior

concentracgdo de carotenoides nestes extratos.?®

Figura 11 — Projecdo grafica dos espectros em radiagdo ultravioleta-visivel dos
extratos obtidos com hexano como solvente extrator.
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Com intuito de verificar o efeito da luminosidade e do estresse
hidrico das plantas de mesma idade, foram analisadas as amostras de plantas
irrigadas e nao irrigadas coletadas em menor (40 cm) e maior altura (120 cm).
Considerando que amostras extraidas em etanol, hexano e etanol:diclorometano
(1:1 vl/v) apresentaram diferengas pelas propriedades do solvente (parametros

solvatocrédmicos), estes extratos foram retirados da matriz de dados para analise dos
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extratos restantes. A matriz 48 x 601 foi submetida a analise de AH e ACP, onde
cinco fatores explicam 99.11% da variancia total. O primeiro e segundo fatores tem
porcentagem de variancia conjunta de 97.95%, e apresentaram informacdes
quimicas relacionadas ao estresse hidrico, Figura 12. Observa-se neste grafico a
formagado de 2 grupos distintos: um grupo contendo apenas extratos nao irrigados
obtidos com diclorometano e as misturas ternarias etanol:diclorometano:hexano

(245, %, % vlIviv) e etanol:diclorometano:hexano (¥, 245, % v/viv) como solvente

(Grupo ) e outro grupo contendo as demais amostras (Grupo II).

Figura 12 — Representacéo grafica dos escores do Fator 1 versus Fator 2 para os
espectros em ultravioleta-visivel dos extratos irrigados e nao irrigados
de altura inferior e superior. Os grupos distintos localizam-se nas areas

demarcadas.
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O primeiro fator distingue o Grupo |, localizando-o na regiao menos
positiva e mais positiva do Fator 2. O segundo fator localiza o Grupo Il em sua regiao
menos positiva e mais positiva no Fator 1. O grafico dos “loadings” dos Fatores 1 e 2

estdo apresentados na Figura 13. Na imagem podemos visualizar quais os
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comprimentos de onda que explicam a distingdo entre os dois grupos mostrados na
Figura 12. Observa-se que os altos valores positivos do primeiro fator estao
localizados nos comprimentos de onda de 243, 274 e 324 nm. Ja o segundo fator
apresenta altos valores negativos em 243 e 280 nm e altos valores positivos nas
regides de 390-500 nm e de 535-670 nm possivelmente de clorofilas e carotendides,
respectivamente. Os valores proximos de 243 e 275 nm, possivelmente de cafeina
e/ou compostos metilxantinicos, sdo os que discriminam o Grupo | das demais

amostras.

Figura 13 — Representacao grafica dos “loadings” do Fator 1 e Fator 2 para os
espectros em ultravioleta-visivel de amostras irrigada e nao irrigadas.
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Apesar do quinto fator apresentar menor variancia total explicada,
0.23%, considerando os cinco primeiros fatores da matriz de dados, ele apresentou
informagdes importantes na diferenciacdo dos extratos entre amostras irrigadas e
ndo irrigadas, Figura 15a. E possivel observar maior nimero de amostras néo

irrigadas na regido negativa e amostras irrigadas na regido positiva do fator. A
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analise das variaveis de peso do Fator 5, Figura 15b, mostra que esta diferenciacéo
€ devido a metabdlitos que absorvem nos comprimento de onda de 428, 460, 584 e
643 nm. De acordo com a literatura, e discutido anteriormente, estes valores s&o

atribuidos a pigmentos como clorofilas e carotenoides.?®

Figura 14 — Representacdo grafica em ultravioleta-visivel para extratos de plantas
irrigadas e nao irrigadas a) dos escores dos Fatores 4 e 5 e b)
“‘loadings” do Fator 5.
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O resultado do AH, pelo método de Ward, concorda o grafico dos
escores. A Figura 14 apresenta o dendrograma obtido. No valor de 54 é possivel
observar os dois grupos distintos apresentados na proje¢ao do Fator 1 com o Fator 2
da Figura 12.

Figura 15 — Dendograma obtido baseado nos dados dos espectros UV-Vis dos
extratos irrigados (escritos em vermelho) e nao irrigados (escritos em
preto). A linha em verde discrimina as amostras em dois grupos

distintos.
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4.2 ANALISE EXPLORATORIA POR ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO

Os 165 extratos obtidos através do planejamento de mistura foram
analisados por espectroscopia no infravermelho. Os dados dos espectros obtidos na
regido de 4000 a 675 cm™ foram dispostos numa matriz 165 x 1672. Os dados
autoescalonados foram sujeitos a analise de AH e ACP, onde cinco fatores
permitiram explicar 99,38% da variancia dos dados. A Figura 16 mostra a projecao
do Fator 3 versus o Fator 5. E possivel observar que os extratos das plantas n&o
irrigadas apresentam-se em maioria na regido negativa do Fator 5, enquanto que

grande parte dos extratos da planta matriz encontram-se na regido positiva. A
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maioria dos extratos irrigados encontra-se em regides mais proximas de zero, ou

seja, o Fator 5 separa os extratos das plantas nao irrigadas da planta matriz.

Figura 16 — Representacdo grafica dos escores do Fator 3 versus Fator 5 dos
espectros em radiacao infravermelho de todos os extratos.
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Para verificar a influéncia destas separagdes utilizou-se a
representacdo grafica do “loading” do Fator 5, conforme Figura 17. E possivel
observar a influencia da separacéo pelos valores negativos do Fator 5, localizados
em 3413, 2916, 2844, 1735, 1700, 1662, 1550 e 745 cm™ e por valores positivos em
1121, 1068 e 810 cm™. A regido em torno 3413 cm™ & caracteristica de vibragdes de
deformacdo axial da ligacdo O-H (n O-H) de alcoois e fendis (3650-3100 cm™),
podendo ter contribuicbes de absorgcbes provenientes de vibragdes de deformagao
axial da ligagdo N-H de aminas (3500-3310 cm™) e amidas (3500-3060 cm™). As
bandas presentes em 2916 e 2844 cm™ sdo compativeis com o estiramento de Cespa-
H em alcanos (2950-2850 cm™), H-CO de aldeidos alifaticos (2900-2700 cm™) e N-
CH; de aminas alifaticas (2820-2780 cm™). A regido entre 1800-1700 possui picos

de 1740 cm™ e 1700 cm™, indicando a presenca de grupamento de carbonila (C=0)
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que podem estar associados a grupos funcionais de aldeidos (1740- 1720 cm™),
cetonas (1770-1700 cm™) &cidos carboxilicos (1760-1660 cm™). As bandas
presentes na regido de 1673-1401 cm™ podem indicar a presenca de estiramento de
C=C em compostos aromaticos (1600-1450 cm™), alcenos alifaticos (1695- 1540 cm™
"), deformacdo angular CH de éteres (1475-1440 cm™), aminas e iminas (1496-1445
cm™), podendo ainda ter contribuicdo de absorcdes de estiramento do grupo
carbonila em amida secundaria trans (~1540 cm™), estiramento do grupo CN em
alquiminas (1690-1470 cm™) e de deformagdo angular NH em aminas (1650-1550
cm”). A regido entre 1400-1027 cm™ contém bandas caracteristicas
correspondentes ao estiramento de CN em aminas terciarias (1230-1030 cm™),
aminas aromaticas (1360-1250 cm™), estiramento de CO em fendis (1300-1140 cm’
", éteres (1150-1070 cm™), éster (1275-1020 cm™) e acido (1320-1210 cm™),
podendo ainda ter contribuicdes de deformagdes angulares CH em alcanos (1310-
1175 cm™), éteres (1406-1372 cm™), entre outros. Em regides de baixa freqiiéncia
de absorcao existem muitas possibilidades, por exemplo, vibracdes de deformagao
angular fora do plano da ligagdo C-H de hidrocarbonetos aromaticos (900-675 cm™)
e de alcenos (1000-650 cm™). Podem ser ainda vibragdes de deformacdo angular
simétrica fora do plano das ligacdes N-H de aminas (909-667 cm™) e amidas (800-
677 cm™).”" Considerando estas atribuigdes e os resultados anteriores acredita-se
que a discriminagdo ocorrida €& provocada pela presenca de compostos

metilxantinicos e principalmente por pigmentos.

Figura 17 — Representacado grafica dos “loadings” do Fator 5 dos espectros em
radiaran infraviarmalhn Aa tndne ne avtratne
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Para verificar o efeito da luminosidade e do stress hidrico também
foram analisadas somente as amostras de plantas irrigadas e nao irrigadas em 40 e
120 cm de altura. A matriz de dados com dimensao 60 x 1672 foi autoescalonada e
submetida a analise de fatores com variancia total explicada de 99.38% com cinco
fatores. Na projecao grafica dos escores do Fator 1 versus Fator 4, Figura 18,
visualiza-se uma discreta discriminagdo entre os extratos irrigados e nao irrigados

pelo quarto fator a partir do valor 0,03.

Figura 18 — Projecao grafica dos escores do Fator 1 versus Fator 4 para os
espectros em radiagdo infravermelho dos extratos irrigados e nao
irrigados de altura inferior e superior.
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Fator 1 (94.30%)

O gréfico dos “loadings” do Fator 4, Figura 19a, localiza a separagao
nos valores positivos de 3330, 2967, 2855, 1080 e 840 cm™ para as amostras na
regido mais positiva do escore. Para a regido mais negativa do escore os valores
negativos das variaveis de peso se encontram em 1735, 1700, 1662, 1550 e 745. A
representacdo grafica dos “loadings” do Fator 1 versus Fator 4, Figura 19b,
confirmam que as bandas de maiores influéncias, responsaveis pela discriminagao
dos extratos estdo nas regides de: 738,63-746,35 cm’”’ , 1646,98-1672,05 cm'1,
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1673,98-1697,12 cm’ e 1699,05-1716,41 cm™'. Estes valores podem ser referentes

a compostos metilxantinicos, fendlicos, pigmentos e entre outros.

Figura 19 — Representagdes graficas dos “loadings” para os espectros em radiagao
infravermelho a) do Fator 4 e b) dos Fatores 1 versus 4 dos extratos
irrigados e ndo irrigados de altura inferior e superior.
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No grafico dos escores do Fator 2 versus Fator 3, Figura 20,
observa-se que os extratos se apresentam de forma dispersa ao longo dos fatores e,
em determinados solventes como diclorometano e mistura

etanol:diclorometano:hexano (edH, % :%:%, v/vlv), também ha separagdo pela

diferenca entre alturas. Os extratos em hexano, contrariando a observagao da
dispersdo das amostras ao longo do fator, encontram-se distribuidos em ambos os
fatores. Estas informacbdes estdo amplamente relacionadas a quantidade de

compostos e suas concentragdes nos extratos obtidos com diferentes solventes.

Figura 20 — Grafico dos escores dos Fatores 2 versus 3 para os espectros em
radiagcao infravermelho dos extratos irrigados e nao irrigado de altura
inferior e superior.
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Fator 2 (4.24%)

Os espectros de infravermelho da clorofila a e b na regido de 1550 a
1750 cm™ ja sdo bem estabelecidos. Estudos mais detalhados dos espectros
indicam a existéncia de um tautomerismo ceto—endlico no anel isociclico
representado na Figura 21, formando dupla ligacdo C=C, em torno de 1650 cm™. A

clorofila a em solventes polares apresenta as seguintes atribuicbes: banda de
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absorgdo em 1735 cm™ proveniente das absorcdes dos dois ésteres carbonilos,
banda de absorcdo préxima de 1700 cm™ originada da cetona e banda de absorcéo
préxima a 1610 cm™ referente vibracdes estruturais de C=C ou C=N. Para clorofila b,
em solventes polares, podem-se fazer as atribuicdes: em 1735 cm™ surge a banda
de absorgao proveniente dos ésteres, a cetona proveniente do anel isociclico
absorve proxima a 1700 cm'1, a banda em torno de 1660 cm™ relativo ao aldeido e
banda de absorcdo proxima a 1610 cm™ referente vibracdes estruturais de C=C ou
C=N."

Figura 21 — Equilibrio ceto-endlico e estrutura quimica da clorofila a e clorofila b.
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Para os extratos com diclorometano como solvente, apresentados
na Figura 22a, foi possivel visualizar as bandas de absorgéo da clorofila a € b como
também outras, podendo ser de produtos de degradacado da clorofila (clorofilida,
feofitina e etc.), carotenoides ou até mesmo alcaloides xantinicos. Entretanto &
possivel visualizar diferencas entre as amostras de 40 e 120 cm de altura,
concordando entdo com o resultado da analise do Fator 3. Para os extratos obtidos

na mistura de solventes edH (% : % :% , v/vlv), a diferenca é mais sutil, necessitando

maiores estudos, Fig.22b.
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Figura 22 — Espectros em radiagao infravermelho obtidos a partir dos extratos de a)

a)

% Transmitancia

b)

% Transmitancia

diclorometano, e b) da mistura de solventes edH (% : % :2%; , vIVIv).
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Os extratos preparados em hexano sao muito semelhantes e nao

servem para a discriminagdo por altura e por estresse hidrico. Observando os

espectros de infravermelho, Figura 23, nota-se que os perfis sdo muito similares a
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carotenoides (principalmente B-caroteno)’®, cafeina e derivados nos extratos. Na
natureza, o B-caroteno é encontrado em todas as plantas verdes e esta sempre
associado a clorofila. A estrutura basica € um esqueleto tetraterpeno simétrico
formado da ligacdo calda a calda de duas moléculas de difosfato de geranilgeranilo
com grupamentos periféricos compostos de um anel seis membros.?®™ Por ter
grupos periféricos ligados a atomos de carbono, a molécula eleva os estiramentos
simétricos e assimétricos como também os modos de flexdes classificados como
modos perimetrais. Os estiramentos simétricos e assimétricos de CH3; encontram-se
constantemente na regido de 3000 — 2800 cm™' e foram denominados, neste caso,
em 2852 cm™ e 2962 cm'. A banda de maior absorcdo em 2923 cm™ referente ao
estiramento — C — H. A deformagao simétrica do CHs ocorre em torno de 1370 cm™,
a deformacdo assimétrica em torno de 1450 cm™ e a vibragdo do estiramento C—
CHjs tem absorcdo em torno de 1250 cm™. As bandas em 845 cm™ e em torno de
740 cm™ estdo relacionadas as vibracdes “waggings” fora do plano. Outras bandas
de absorgao caracteristicas ndo foram visualizadas por pequenas intensidades ou
possiveis sobreposicdes de bandas.”® Considerando que os solventes hexano,

diclorometano e etanol:diclorometano:hexano (% :%:%, viviv) foram os melhores

discriminadores, este extratos foram analisados por CLAE — DAD.

Figura 23 — Espectros de infravermelho dos extratos obtidos em hexano para
amostras irrigadas e nao irrigada de alturas inferiores e superiores.
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4.3 ANALISE EXPLORATORIA CROMATOGRAFICA

Pelas analises dos dados espectroscopicos anteriormente descritos,
foram escolhidos os extratos para analise por CLAE-DAD. Os extratos de plantas
irrigadas e nao irrigadas, com alturas de 40 e 120 cm, obtidos com os solventes

hexano, diclorometano e mistura etanol:diclorometano:hexano (% :%:% , Viviv)

foram selecionados. A matriz de dados dos cromatogramas monitorados em 276 nm,
de dimensédo 12 x 1410 foi autoescalonada e sujeita a analise hierarquica e analise
de fatores, onde cinco fatores explicaram 99,38% da variancia dos dados. A Figura
24 mostra a projecao dos escores do Fator 2 com o Fator 3, com variancia conjunta
explicada de 5.96%.

Figura 24 — Representacdo grafica dos escores cromatograficos em 276 nm dos
Fatores 2 versus 3 dos extratos selecionados, que explicam 5.96% da
variancia total.
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Os extratos obtidos em hexano apresentaram separagdes tanto no
Fator 2 quanto no Fator 3. Ao analisar os cromatogramas dos extratos obtidos em
hexano, Figura 25, nota-se que as amostras que ficaram na regido menos positiva
do Fator 2 exibem menores sinais nos picos cromatograficos no tempo de retengéo
de 3,94 minutos, entretanto as de 120 cm tem valores proximos concordando com o
sinal cromatografico em 8,72 minutos. O interessante do Fator 3 é que existe
discriminagdo entre as amostras irrigadas e nao irrigadas nos cromatogramas,
mostrando uma possivel separagao devido ao déficit hidrico nos tempos de retencéo
de 1,37 e 1,73 minutos.

Figura 25 — Cromatogramas dos extratos obtidos com hexano como solvente.
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Pela analise dos espectros DAD, é possivel distinguir os compostos
que influenciam na discriminagdo. Os espectros dos sinais cromatograficos nos
tempos de retengdo proximos a 1,37 e 1,73 minutos apresentam similaridades a
espectros de pigmentos, especificadamente a carotendides’ menos polares

(carotenos), Figura 26, corroborando com o0s espectros obtidos em
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espectrofotometria UV-Vis. Em ambos os casos os irrigados quando comparados

aos respectivos ndo irrigados, apresentam maior intensidade de sinal.

Figura 26 — Espectros DAD dos extratos obtidos com hexano como solvente para os
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Supbe-se que os espectros dos extratos referentes aos picos
cromatograficos em torno de 3,94 minutos sdo da molécula de cafeina, Figura
27."%"7 Os espectros concordam com a separacgdo obtida pelo segundo fator que
difere os extratos: irrigado de altura superior € néo irrigado de altura inferior dos

extratos irrigado de altura inferior e nao irrigado de altura superior.

Figura 27 — Espectros DAD dos extratos obtidos com hexano como solvente para o
tempo de retencio de 3,94 minutos.
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Em 8,72 minutos os espectros DAD, Figura 28, novamente
apresentam perfil semelhante a carotenoides, entretanto com caracteristicas polares
(xantofilas). As xantofilas apresentam estrutura molecular semelhante a carotenos,
mas contém atomos de oxigénio, enquanto carotenos s&o puramente
hidrocarbonetos sem oxigénio.”> Quando comparados entre alturas, os extratos de
120 cm apresentam maiores absorbancias. Em ambos os casos os irrigados quando

comparados aos respectivos nao irrigados, apresentam menor intensidade de sinal.
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Figura 28 — Espectros DAD dos extratos obtidos com hexano como solvente para o
tempo de retencdo de 8,72 minutos.
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Determinadas xantofilas, contendo o grupamento epdxido, s&o
responsaveis por dissipar o excesso de radiagcao absorvida pelo mecanismo de
extingdo nao-fotoquimica, regulando e protegendo a fotossintese em ambientes
onde a absor¢ao de energia da luz é superior a capacidade de utilizagdo. Este
mecanismo envolve a extingdo de clorofilas no estado excitado de singleto através
da conversado interna para o estado fundamental (decaimento n&o radioativo),
dissipando inofensivamente o excesso de energia na forma de calor por meio de
vibragdes moleculares.”

Com solvente diclorometano, observou-se que no Fator 2 os extratos
de 40 cm de altura estao localizados em valores mais positivos. Isto se deve pelos
mesmos conterem maiores intensidades de sinal no tempo de retencdo em torno de
3.94 minutos e menos compostos extraidos em 8,72 minutos, quando comparados
com os cromatogramas das amostras de 120 cm de altura, Figura 29. Pelo terceiro
fator houve uma tendéncia das amostras irrigadas estarem em valores mais

positivos do que as néo irrigadas. Novamente observa-se na regidao entre 1,25 a
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2,00 minutos nos cromatogramas que os extratos irrigados contém maiores

intensidades de sinais do que os extratos nao irrigados.

Figura 29 — Cromatogramas dos extratos obtidos com diclorometano como solvente,
com destaque e ampliacéo da faixa de 1,25-2,00 minutos.
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Pigmentos como clorofilas, carotenoides e derivados sao estimados
neste intervalo, no entanto seus espectros DAD estdo sobrepostos, dificultando a
classificagao, Figura 30. As clorofilas e seus epimeros tém duas bandas de absorgao
caracteristicas na regido do visivel por suas deslocalizagdes eletrénicas do tipo
nas extremidades do esqueleto dos anéis tetrapirrolicos: uma “azul” (450-495 nm) e
outra vermelha (620-750 nm). Nos espectros DAD, estas bandas podem estar
localizadas em 428 e 669 nm para a clorofila a, e para a clorofila b localizam-se em
458 e 651 nm. Semelhantes as clorifilas, os derivados de “metalizados” (que contém
o0 ion magnésio) apresentam bandas no UV-Vis com comprimentos de onda

similares nas mesmas regides, pois mantém o esqueleto porfirinico inalterado.®®
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Figura 30 — Espectros DAD dos extratos obtidos com diclorometano como solvente
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Para os extratos obtidos com diclorometano como solvente, a
maioria dos espectros DAD em 3,94 minutos contém o mesmo perfil que os dos
extratos anteriores no mesmo tempo de retengdo. Entretanto, para a amostra nao
irrigada inferior (40 cm) visualizou-se bandas espectroscopicas bem distintas, Figura
31. Conforme literatura, as bandas espectroscépicas em 220 e 266 nm podem referir

a xantina em sua forma neutra.”®’’

Figura 31 — Espectros DAD dos extratos obtidos com diclorometano como solvente
para o tempo de retengao de 3,94 minutos.
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No tempo de retencdo de 8,72 minutos, os espectros DAD
apresentaram novamente perfis semelhantes a xantofilas, Figura 32. Os extratos de
altura superior (120 cm) apresentaram maior intensidade de absorbancia quando
comparados aos de altura inferior (40 cm). Ao comparar o estresse hidrico, os
extratos nédo irrigados apresentaram maiores absorbancia quando comparadas aos

seus respectivos irrigados.
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Figura 32 — Espectros DAD dos extratos obtidos com diclorometano como solvente
para o tempo de retencao de 8,72 minutos.
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Para a mistura etanol:diclorometano:hexano (edH, ¥ :%:% , vIvIv)

houve separagao entre altura dos extratos, pelo fator 2. Os extratos com 120 cm de
altura estdo localizados em mais positivos, enquanto que os de 40 cm de altura
estdo localizados em menos positivos. Neste caso a intensidade do pico
cromatografico em 3,94 minutos sdo maiores para as amostras de 120 cm, Figura
33. A informacgao do Fator 3 é confirmada pela presenca de maiores absorbancias
nos espectros DAD para os tempos de retengao de 1,25-2,00 minutos e em 8,72
minutos nos extratos irrigados, comparados aos nado irrigados, que estao

relacionados a pigmentos.
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Figura 33 — Cromatogramas dos extratos obtidos com etanol:diclorometano:hexano
(edH, ¥ :% :24, viviv) como solvente.
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Com a adigao de etanol a extragdo de clorofilas e derivados foi
maior, como mostrado na Figura 34a, possibilitando visualizar claramente um perfil
diferente dos apresentados anteriormente, em 1.41 minutos. Novamente houve
diferenga na extracdo de compostos entre amostras irrigas e nao irrigadas, tendo
maiores valores de absorbancia para extratos irrigados. Quando comparado entre
alturas, as alturas inferiores (40 cm) apresentaram maiores valores de absorbancia
que as alturas superiores (120 cm). Em 1.82 minutos, Figura 34b, os espectros
apresentam-se sobrepostos, entretanto apresentam bandas que possivelmente
sejam de epimeros de clorofilas e clorofilidas. Comparado ao anterior, na regido de
8.72 minutos, houve uma inversdo: os extratos irrigados apresentaram maiores

sinais cromatograficos que os extratos n&o irrigados.



Figura 34 — Espectros

DAD dos extratos obtidos com
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mistura

etanol:diclorometano:hexano (edH, ¥ :% :24, v/iv/v) como solvente para

os tempos de retengao de a) 1.41 minutos e b) 1.82 minutos.
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Contrariando as observacgdes realizadas nos extratos obtidos com

diclorometano e hexano como solvente, e corroborando com o segundo fator, os
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espectros DAD das amostras com mistura etanol:diclorometano:hexano (edH,
¥% 1% 2, vlvlv) como solvente no tempo de retengédo de 3,94 minutos, Figura 35,

também mostra perfil caracteristico da molécula de caféina.

Figura 35 - Representagdo grafica espectrais dos extratos obtidos com
etanol:diclorometano:hexano (edH, ¥ :3:% , v/iviv) como solvente

para o tempo de retencio de 3,94 minutos.
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Os espectros DAD em 8,72 minutos, Figura 36, corroboram com as
informagdes cromatograficas no sentido que os extratos irrigados apresentam
maiores absorbancias. Admite-se que 0s sinais espectroscopicos refiram-se a
feofitinas, uma vez que sdo menos polares do que xantofilas e as suas respectivas

clorofilas.”®
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Figura 36 — Espectros DAD dos extratos obtidos com etanol:diclorometano:hexano
(edH, ¥ :%:24, viviv) como solvente para o tempo de retengdo de 8,72
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5 CONCLUSAO

Pela analise exploratoria dos espectros em UV-Vis foi possivel
identificar perfis na regido do visivel, entre 370-750 nm, semelhantes a absorbancia
a pigmentos.

Os extratos obtidos em hexano, etanol e mistura binaria
etanol:diclorometano como solventes apresentaram discrepancias dentre os
espectros em UV-Vis em relacdo aos demais extratos, demonstrando diferenciacoes
na extracdo de compostos.

Ao realizar o estudo exploratério nos espectros em UV-Vis apenas
nas amostras irrigadas e nao irrigadas, e na auséncia dos extratos supracitados,
permitiu-se identificar um perfil discriminatério relacionado a compostos
metilxantinicos e a pigmentos.

Dos espectros em |V, pela analise de componentes principais,
verificou-se diferengas entre extratos de plantas matrizes e n&o irrigadas,
justificando-se por perfis vibracionais em determinados comprimentos de onda
possivelmente de compostos metilxantinicos, fendlicos, pigmentos e derivados.

Nos espectros em infravermelho para extratos irrigados e nao
irrigados observou-se discreta separagao influenciada principalmente pelas regides
de: 738,63-746,35 cm™ , 1646,98-1672,05 cm™, 167,98-1697,12 cm” e 1699,05-
1716,41 cm™.

O estudo exploratério dos espectros em infravermelho permitiu
discriminar os extratos hexanicos das demais amostras devido a baixissima extragao
de clorofila e derivados, viabilizando a caracterizacdo de carotendides por suas
bandas espectrais. Observou-se também que clorofilas e derivados sao altamente
influenciados pelo solvente extrator.

A fase movel unida a coluna cromatografica selecionada
demonstraram eficiencia na separagao de varios compostos presentes nos extratos
permitindo maiores informagdes sobre o comportamento vegetal em relagdo ao
déficit hidrico e sua arquitetura.

Existem evidencias, na regido com tempo de retengdo entre 1,25-
2,00 minutos, de que as amostras irrigadas nos extratos selecionados apresentam
maiores concentragdes de pigmentos.

Os espectros DAD no tempo de retencdo em 8,72 minutos nas
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amostras obtidas com hexano e diclorometano como solventes, demonstrando que
os extratos nao irrigados e alturas superiores possuem maiores absorbancias
quando comparado a seus respectivos pares. O constatado nao € evidenciado para

os extratos obtidos com a mistura etanol:diclorometano:hexano (edH, ¥%:%:%,

v/viv) como solvente pois o perfil espectral novamente se assemelha a compostos
com esqueleto porfirinico.

No tempo de retencdo de 3,94 minutos, os espectros DAD para a
maioria dos extratos, com excegdo da amostra nao irrigada com 40 cm de altura,
demonstraram perfis semelhantes a molécula de cafeina. Lamentavelmente nao foi
possivel inferir algum comportamento em relagdo as variaveis especuladas (estresse
hidrico e arquitetura vegetal) pois os resultados de absorbéancia divergiram entre os

solventes selecionados.
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