Universidade
Estadual de Londrina

GUSTAVO GALO MARCHEAFAVE

METABOLOMICA EM FOLHAS DE Coffea arabica SOB
ESTRESSE HIDRICO POR IMPRESSAO DIGITAL
ESPECTROSCOPICA E CROMATOGRAFICA

Londrina
2017



GUSTAVO GALO MARCHEAFAVE

METABOLOMICA EM FOLHAS DE Coffea arabica SOB
ESTRESSE HIDRICO POR IMPRESSAO DIGITAL
ESPECTROSCOPICA E CROMATOGRAFICA

Trabalho de Dissertagdo apresentado ao
Programa de Mestrado em Quimica da
Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre
em Quimica.

Orientadora: Profa. Dra. leda Spacino
Scarminio

Londrina
2017



Ficha de identificac&o da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geracgéo
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Marcheafave, Gustavo Galo.
Metaboldmica em folhas de Coffea arabica sob estresse hidrico por impresséo digital
espectroscapica e cromatografica / Gustavo Galo Marcheafave. - Londrina, 2017.
711 2l

Orientador: leda Spacino Scarminio.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de
Ciéncias Exatas, Programa de Pés-Graduacg&o em Quimica, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Cafeeiro - Tese. 2. Estresse abidtico - Tese. 3. Metaboloma - Tese. 4. Quimiometria -
Tese. |. Scarminio, leda Spacino . Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro de
Ciéncias Exatas. Programa de Pés-Graduacg&o em Quimica. Ill. Titulo.




GUSTAVO GALO MARCHEAFAVE

METABOLOMICA EM FOLHAS DE Coffea arabica SOB ESTRESSE
HIDRICO POR IMPRESSAO DIGITAL ESPECTROSCOPICA E
CROMATOGRAFICA

Trabalho de Dissertacdo apresentado ao
Programa de Mestrado em Quimica da
Universidade Estadual de Londrina, como

requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre
em Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. leda Spacino
Scarminio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Elen J. R. Sartori Braz
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Audrey A. Stinghen Garcia Lonni
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 26 de Janeiro de 2017.



Dedico este trabalho aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a amizade, comprometimento, conhecimento, discussdes
e a oportunidade de poder ser orientado pela Profa. Dra. leda Spacino Scarminio, a

qual sou grande admirador.

Agrade¢o a Universidade Estadual de Londrina pelo acolhimento
durante esses anos de conhecimento, aprendizado, formag&do profissional e

sobretudo a realizag&o pessoal.

Agradeco ao Consoércio Brasileiro de Desenvolvimento do Café,
Fundacao Araucaria e CNPq pelos recursos e bolsas de pesquisas que favoreceram

a execucao deste trabalho.

Agradeco a Dra. Amelia Elena Terrile e Dra. Sabrina Afonso pelos

conhecimentos, disciplina e exemplos no comego de minha caminhada.

Em especial aos meus amigos de coragao que estiveram presentes

ao meu lado incentivando, apoiando, criticando e vivenciando o meu dia-a-dia.

Sem sombra de duvida agradego aos meus pais. Guerreiros,
companheiros, pessoas que foram responsaveis por grande parte das oportunidades

para que até aqui eu estivesse.

Agradeco ainda a todo grupo de pesquisa LQCN, pelo presente

companheirismo, respeito e compartilhamento de conhecimento pratico/cientifico.

Agradeco também as Professoras Doutoras Elen J. R. Sartori Braz e
Audrey A. Stinghen Garcia Lonni por aceitarem contribuir com a discusséo do

trabalho na defesa de dissertagao.



“Os alquimistas fazem isso.
Mostram que, quando buscamos ser
melhores do que somos, tudo em
volta se torna melhor também.”

O alquimista. Paulo Coelho.
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RESUMO

Extratos de folhas de Coffea arabica L., cv. lapar 59 cultivados com irrigagcdo e sem
irrigacdo obtidos por planejamento de misturas foram submetidos a analise
metabolédmica multicomponente. A impressao digital dos extratos foi obtida por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de 'H e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com discriminacdo dos extratos por métodos quimiométricos. Analise
de fatores dos espectros dos extratos mostrou clara discriminagao entre as
amostras. A principal discriminagdo entre os extratos foi devido as abundancias
relativas de pigmentos e lipidios que estdo anticorrelacionados no conjunto de
amostras analisadas. Para discriminagdo entre cafeeiros por RMN "H o grafico dos
loadings mostrou que lactato, arginina e metionina foram os metabdlitos de maior
peso na discriminagdo dos extratos das folhas da planta n&o irrigada. Estes
metabdlitos sdo recorrentes de processos fermentativos, deficiéncia nutricional e
precursor de senescéncia da planta, respectivamente. Na analise de fatores dos
extratos pelo processo de separagao somente os extratos provenientes do extrator
diclorometano/hexano ndo discriminam a planta em virtude do estresse abidtico.
Feofitina a e a-caroteno foram otimizados em fungdo do processo de extragdo pelo
planejamento de misturas demonstrando que etanol € o melhor solvente extrator
para estes metabolitos. O extrato obtido pelo solvente etanol para folhas de Coffea
arabica apresentou maior capacidade antioxidante frente aos demais extratos do
planejamento de misturas, possuindo a planta irrigada maior capacidade
antioxidante do que a planta n&o irrigada.

Palavras-chave: Cafeeiro. Estresse abidtico. Metaboloma. Quimiometria.
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ABSTRACT

Multicomponent metabolomic analysis of Coffea arabica L., cv. lapar 59 leaves was
performed on plant extracts with irrigation and non-irrigation by simplex centroid
design. The fingerprint of the extracts was obtained by 'H nuclear magnetic
resonance spectrometry and high performance liquid chromatography with
multicomponent discrimination of the extracts by chemometric methods. Factor
analysis of exctracts’ spectra showed clear discrimination between the samples. The
main discrimination between extracts was due to the relative abundances of
pigments and lipids that are anticorrelated in the analyzed sample set. For
discrimination between coffee leaves by '"H NMR the main loadings graph showed
that lactate, arginine and methionine were the most important metabolites in the
discrimination of extracts of the non-irrigated plant. These metabolites are originated
due to fermentation processes, nutritional deficiency and plant senescence
precursor, respectively. In the factor analysis of the extracts by separation processes
only extract from dichloromethane/hexane do not discriminate the plant under abiotic
stress. The extraction process of feofitin a and a-carotene was optimized by mixture
design proving that ethanol is the best solvent extractor for these metabolites. The
Coffea arabica leaves extract obtained with ethanol presented higher antioxidant
capacity compared to the other extracts of the mixtures design, with the irrigated
plant having a higher antioxidant capacity than the non-irrigated plant.

Key words: Coffee trees. Abiotic stress. Metabolom. Chemometrics.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento, produgao e comercializagdo de café vem sendo apontado
como um fator de risco diante das mudancgas climaticas (BUNN et al., 2015;
CHEMURA et al., 2016; MARTINS et al., 2014; VILLERS et al., 2009; ZULLO et al.,
2011). Modelos de predicdo ja colocam redugbes de até 90% na produgcédo em
regides africanas até 2080 em virtude do balango negativo das alteragdes climaticas
(DAVIS et al., 2012). O aquecimento do sistema global aliado as mudangas nos
regimes hidricos diminuira a produgao, reduzira a qualidade e como consequéncia
mudangas nas localidades adequadas para produgao poderao ocorrer em todo o
territério mundial (OVALLE-RIVERA et al., 2015).

Com as alteragbes do ambiente de desenvolvimento da planta, estas sao
expostas a estresses abidticos como temperatura, salinidade, estresse hidrico e
toxicidade de metais pesados, que a partir de determinados niveis sdo fatores de
ameaca, afetam o crescimento e limitam a produtividade das culturas (MAHAJAN;
TUTEJA, 2005). Com a perda de produtividade estas tensbes ameagam a
sustentabilidade de uma das maiores commodities do mundo, o café (LIMA et al.,
2013; SANTOS et al., 2011).

Em resposta ao estresse do meio a natureza desenvolveu mecanismos para
se adaptar a esta mudanga, onde os metabdlitos funcionam como reguladores da
tolerancia ao estresse (PINHEIRO et al., 2004, 2005). Em respostas ao estresse
varios mecanismos da planta sao regulados como forma de atenuar o efeito do
estresse e levar o ajuste da tolerancia no meio celular, o que leva a modificagdes
qualitativas ou quantitativas do metaboloma da planta (MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

A exploracédo de variagbes nos padroes metabdlicos em ambientes estressantes é
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uma ferramenta promissora para busca por marcadores, elucidagcdo do mecanismo
de tolerancia ao estresse e melhoramento das culturas (YAMAGUCHI; BLUMWALD,
2005). Com a identificagdo de alvos moleculares pode-se identificar e selecionar
gendtipos de café melhor adaptados para o futuro global.

Em matrizes complexas a verificagdo de mudangas nos perfis metabolémicos
pode ser acompanhada por metodologia de impressao digital aliada a quimiometria
(SOARES; SCARMINIO, 2008). Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo metodologias analiticas que possam garantir confiabilidade e
robustez no processo de obtengado do perfil metaboldémico de diversas matrizes por
meio de planejamento estatistico de misturas (AFONSO et al., 2015a; JUSTO et al.,
2014; MOREIRA; SCARMINIO, 2013; PAULI; SCARMINIO; TAULER, 2016;
SOARES; SCARMINIO; BRUNS, 2011). O uso do planejamento no processo
extrativo garante a maximizagcao dos perfis quimicos do material, uma vez que os
constituintes apresentam variagdes nas propriedades quimicas e o planejamento
pode contemplar a maior parte destas, como a polaridade dos metabdlitos (TERRILE
et al., 2016).

O planejamento de misturas para processos extrativos em plantas € uma
ferramenta promissora que tem como objetivo obter o maior numero possivel de
metabdlitos extraidos de forma ordenada. Isto s6 € possivel devido as diferentes
propriedades quimicas inerentes de cada solvente extrator que tera assim diferentes
interacbes com o material e por conseguinte variagdes no perfil extraido. A analise
exploratéria pode entdo verificar a correlacdo entre as variaveis definidas pelos
perfis metaboldmicos e indicar padrdes de reconhecimento mediante a discriminagao
amostral (AFONSO et al., 2015b).

O objetivo geral deste trabalho foi discriminar impressdes digitais de
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ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H) e impressdes digitais
cromatograficas de extratos obtidos de Coffea arabica gendtipo lapar 59 cultivados

com auséncia e presencga de irrigagao.
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Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Utilizar o planejamento estatistico de misturas de 3 componentes para
obtencdo de extratos em folhas de Coffea arabica para verificar a

diversidade metabdlica extraida;

Discriminar espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H de extratos
multicomponentes de folhas de Coffea arabica provenientes de plantas

irrigadas e nao irrigadas por métodos quimiométricos;

Inferir sobre a mudanga do metaboloma do cafeeiro sobre a perspectiva

do estresse abidtico a partir do loading da analise de fatores;

Discriminar  impressdes  digitais = cromatograficas de  extratos
multicomponentes de folhas de Coffea arabica provenientes de plantas

irrigadas e nao irrigadas por métodos quimiométricos;

Otimizar a extracao de feofitina a e a-caroteno por meio de planejamento

estatistico de misturas e superficie de resposta;

Verificar a resposta dos diferentes extratos de folhas de Coffea arabica
frente a atividade antioxidante pelo método do sequestro de radicais livres

do 2,2 difenil-1-picrihidrazil.



CAPITULO 2

PERSPECTIVA TEORICA E ATUAL DO TRABALHO
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2 PERSPECTIVA TEORICA E ATUAL DO TRABALHO

2.1 COFFEA ARABICA

O cafeeiro (Coffea sp) € um arbusto da familia Rubiaceae e do género Coffea
L, largamente cultivado em paises tropicais. Planta de longevidade perene possui
folhas persistentes. Dentre as espécies, Coffea arabica L., € conhecida como
produtora de cafés de melhor qualidade e corresponde a cerca de 70% de toda
producao mundial. De origem afro-tropical, o cafeeiro foi introduzido no pais por volta
do século XVIII através de localidades oriundas da América Central e Guiana
Francesa. O fruto possui grande importancia econédmica no cenario de agronegocios
nacionais, sendo um dos maiores produtos primarios de exportagdo (CAMARGO;
CAMARGO, 2001; LASHERMES et al., 1999).

A valorizagdo do café e seu pregco agregado esta envolta na qualidade do
grao. Os fatores que alteram as propriedades sensoriais sédo: cultivo, manejo da
cultura, colheita, industrializagdo e preparo da bebida. Sua composicdo quimica,
através dos metabdlitos secundarios, tem despertado grande interesse de diversas
pesquisas que buscam produtos com foco em fungdes bioldégicas no ser humano,
como os compostos fendlicos (ABRAHAO et al., 2010).

No Brasil a principal doenga que dificulta o desenvolvimento do cafeeiro € a
denominada ferrugem. Sua propagagao ocorre em clima quente com alta umidade,
onde o fungo Hemileia vastatrix ataca o cafeeiro depositando seus esporos
(‘sementes’ dos fungos) nas folhas inferiores. Estes, além de provocar lesbes e
morte dos tecidos da planta, diminui a area foliar, que é tdo importante para o
equilibrio e desenvolvimento da planta (SERA et al., 2010a). Em 1992 o Instituto

Agrondémico do Parana recomendou o plantio do cultivar denominado lapar 59. Este
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tem resisténcia completa e duravel a ferrugem permanecendo com boas
caracteristicas agronémicas (SERA et al., 2007).

O cultivar lapar 59 originou-se do cruzamento entre a cultivar de Coffea
arabica Villa Sarchi 971/10 e o “Hibrido de Timor” 832/2, realizado no Centro de
Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro em Portugal, onde recebeu a denominagao
de H361. A geracdo F2 (H361-4) foi recebida pelo Instituto Agronémico de
Campinas, que a denominou LC 1669. Em 1975, o IAPAR introduziu a geragao F3
(LC 1669 Ep.127 c.506), que passou a ser denominada IAPAR 75163. Nos estudos
realizados pelo IAPAR, a progénie 75163-22 destacou-se pelas caracteristicas
agrondmicas e resisténcia a ferrugem. Seu desempenho nas regides de Londrina,
Loanda e Carlépolis demonstrou condi¢gdes para seu langamento como cultivar,
passando a receber a denominacdo de IAPAR 59 (KITZBERGER; SCHOLZ
BENASSI, 2014; SERA et al., 2010b).

A resisténcia a ferrugem evita os danos agronOmicos e econdmicos
provocados pela doenca com a perda de produgao, que pode chegar a 80%, e ndo
ha danos a qualidade do grdo, uma vez que o desfolhamento provocado pelos
fungos impede boa formacado dos graos, além da economia com fungicidas e a
predisposi¢ao a outras doencas (SERA et al., 2010a).

O cafeeiro lapar 59 apresenta arquitetura compacta e menor volume de copa,
0 que o caracteriza como 6timo cafeeiro para plantios adensados, que garantem

maior producado (SANTANA; OLIVEIRA; QUADROS, 2004).

2.2  MUDANCAS CLIMATICAS

A partir das mudancas climaticas, a seca tornou-se um grande desafio para a

manuntecdo de Coffea arabica, com impactos tanto na viabilidade quanto na
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producdo de graos de cafés. Os pequenos produtores dos paises em
desenvolvimento enfrentam as mudancas climaticas com cautela, uma vez que os
recursos sao escassos para a implementacao de sistemas de manejo pertinentes,
constituindo assim um grupo de risco no mercado de agronegécios (BEINING, 2007;
CAVATTE et al., 2012).

Em decorréncia das previsdes estabelecidas tanto paras as alteragdes de
temperatura quanto para mudancas no regimes hidricos, espera-se que estas
alteragdes avancem dramasticamente no futuro. Como alternativa para o contexto
advindo das mudangas climaticas, o desenvolvimento e estudo de plantas cultivadas
sobre mecanismos de resisténcia a seca € considerada uma estratégia promissora
para a produgcdo sustentavel em ambientes propicios a seca mantendo o
desenvolvimento econémico da cultura (AHMAD; PRASAD, 2012).

O mecanismo de adaptagao ecofisiologico ao estresse ja é alvo de diversos
estudos inerentes ao cafeeiro, entretanto o carater multidimensional da adapg¢ao que
envolve toda a composi¢cado quimica do cafeeiro, desde folhas, caules, flores e frutos
€ insuficiente e em muitos casos desconhecido. O melhoramento genético € uma
das ferramentas encontradas para estabelecer culturas que necessitem de menores
limites de biodisponibilidade hidrica, entretanto, os pesquisadores ainda tem
enfrentado problemas de adaptagdo das plantas criadas e monitoradas em
ambientes controlados, quando submetidas ao campo e a diversos outros estresses
ambientais inerentes ao ambiente de cultivo (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008;
VARTAPETIAN; JACKSON, 1997).

O estresse hidrico pode ser causado por diversos fatores, sendo os principais:
altas temperaturas, radiagcao solar, baixas quantidades de chuvas, ma distribuicdo de

precipitacdo e intensidades crescentes de déficits de umidade do solo. Em
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ambientes com deficit hidrico, o cafeeiro pode enfrentar tanto a baixa disponibilidade
de agua no solo, como a baixa umidade do ar, o que resulta em maior transpiragao e
perda de agua dos tecidos para a atmosfera.

A primeira resposta ecofisiologica da planta adaptada a seca esta o
fechamento dos estbmatos, que mantém os tecidos hidratados e as funcgdes
metabdlicas em funcionamento, evitando a dessecacéo e morte foliar (DE SOUZA et
al., 2005; PILLITTERI; DONG, 2013). Dentre os mecanismos de tolerancia a seca,
alternativas de manejo como a irrigacdo vem sendo apontadas como estratégias
promissoras de adaptagao de diversas culturas (AHMAD; PRASAD, 2012; DENNIS

et al., 2000).

2.3 PLANEJAMENTO DE MISTURAS

Mistura é a juncao de ingredientes diferentes para formacao de um produto.
Sua caracteristica ira depender da natureza e das proporgdes relativas de cada
ingrediente e ndo da quantidade total da mistura. A soma das proporgdes dos
componentes da mistura é sempre 100%. Pode-se escrever que para uma mistura

de g componentes (BRERETON, 2007; BRUNS; SCARMINIO; NETO, 2006):

1% =100% =1 Eq. 1

onde x; representa a proporgao do i-ésimo componente desta mistura. Esta equacao
possui um grau de liberdade a menos das propor¢des, portanto, para especificar
qual composicao possui a mistura, € necessario o conhecimento de apenas as
proporcdes de g-1 componentes. A quantidade do ultimo componente correspondera

ao que falta para completar 100%.
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Para sistemas com trés fatores independentes, realiza-se experimentos em
qualquer ponto dentro do cubo, Figura 1. Quando se trata de uma mistura de trés
componentes, os experimentos obedecem a equagao xq+x*+x3=1, que define um
triangulo equilatero inscrito no cubo, Figura 1 (BRUNS; SCARMINIO; NETO, 2006).
Na mistura ternaria, todas as possiveis composi¢cdes estardo representadas pelos
pontos no tridngulo. Os vértices serdo componentes puros, as arestas
corresponderdao as misturas binarias e as misturas ternarias serao os pontos no

interior do tridngulo.

Figura 1 — Espaco experimental limitado aos pontos pertencentes ao triangulo para
misturas de trés componentes

X3 0,5

0,5

0,5

2.4  ANALISE EXPLORATORIA — ANALISE MULTIVARIADA

A analise exploratéria tem como objetivo analisar os dados para extrair
informagcdes que possam relacionar objetos e varidveis visando maximizar a
obtencao de informacgdes ocultas na sua estrutura, além da descoberta de variaveis
importantes nas suas tendéncias de formagao de grupamentos. A partir dai pode-se
levantar hipéteses e propor modelos nao estabelecidos anteriormente (BRERETON,
2007; HENDRIKS et al., 2005). Os dados experimentais sao analisados pelos

meétodos quimiomeétricos - métodos de reconhecimento de padréao - sendo a analise
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de componentes principais uma das ferramentas fundamentais no desenvolvimento
da area.

A analise de componente principal (ACP) € um método que tem por finalidade
basica a analise dos dados visando sua redugao, eliminagdo de sobreposicdes e a
escolha das formas mais representativas de dados a partir de combinagdes lineares
das variaveis originais. De forma geral € uma maneira de reescrever os dados
deixando-os de uma forma mais conveniente para a analise, porém sem perder
nenhuma informacgdo quimica (HARDLE; SIMAR, 2003). Neste método, mudam-se
0s eixos das coordenadas das amostras com a finalidade de reduzir a dimenséo do
conjunto de dados por meio de combinagdes lineares das variaveis originais
(MILLER; MILLER, 2010). A importancia de tais variaveis da-se pelos loadings.

A primeira componente principal é orientada na dire¢ao da maior variancia de
dados, a segunda componente principal orienta-se de forma que seja perpendicular
a primeira e represente a variancia maxima nao explicada anteriormente. Portanto,
cada componente principal é obtida em ordem decrescente de variancia (MILLER;
MILLER, 2010).

Define-se ACP no espaco das amostras ou das variaveis e sua decomposicao
é calculada pela diagonalizacdo da matriz de associagdo XX' ou da matriz X'X. A
matriz Xnxm)formada, com n objetos (amostras, compostos quimicos, espectros, etc.)
e m variaveis (altura de picos cromatograficos, valores de absorbancias, etc.) é
entdo decomposta no produto de duas novas matrizes menores (HARDLE; SIMAR,

2003).

Xaxm =T (axq X P gxm *+ Enxm) Eq. 2
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onde P é a matriz dos loadings (pesos) das componentes principais, T € a matriz dos
escores das componentes principais, E € a matriz dos residuos. O sobrescrito t
indica a transposta da matriz P, g € um escalar que corresponde a quantidade de
componentes principais que serao necessarias para descrever a maior porcentagem
da variancia dos dados (HARDLE; SIMAR, 2003).

Feito este calculo, os resultados sao analisados para interpretar a distribuicéo
das amostras em um grafico bi ou tridimensional das componentes principais. Pela
visao estatistica, a importancia das variaveis originais escolhidas, sera dada as que
possuirem maiores valores em moédulo de loadings na combinacédo linear das
componentes principais.

A matriz P (loadings) ou T (escores) pode ainda sofrer uma rotacao rigida,
denominada varimax. Esta rotagdo tornara maxima a variancia dos loadings das

CP’s porém sem perder a ortogonalidade.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 EXPERIMENTAL

3.1.1 Planta

Folhas de Coffea arabica gendtipo lapar 59 foram coletadas em outubro de
2012 de plantas irrigadas e nao irrigadas cultivadas por 3 anos no Instituto
Agronémico do Parana (IAPAR, Londrina). As folhas foram coletadas entre as
alturas de 40 e 80 centimetros. A secagem das folhas ocorreu com circulagao de ar
em temperatura ambiente. As folhas foram distribuidas em bandejas e reviradas a
cada 24 horas para homogeneizar a secagem. O processo de secagem foi feito
durante 15 dias. Apdés completa secagem as folhas foram trituradas em moinho IKA
A11, peneiradas e embaladas a vacuo e armazenados em freezer. A exsicata foi
depositada no herbario da Universidade Estadual de Londrina sob numero

FUELS3777.

3.1.2 Preparagao do Extrato

Os extratos foram preparados usando os solventes etanol (e), diclorometano
(d) e hexano (h) em diferentes propor¢cbes de acordo com o planejamento de
misturas simplex centroide, conforme Tabela 1. Os solventes organicos utilizados
foram de grau analitico sendo etanol Impex (Sdo Paulo, Brasil), diclorometano
Alphatec (Sao Paulo, Brasil) e hexano Anidrol (S&o Paulo, Brasil). O processo
extrativo consiste em 3 solventes puros, trés misturas binarias € uma mistura
ternaria. As extragdes foram feitas de forma aleatdria incluindo 3 repeticbes do ponto
central. Os solventes foram selecionados baseados no tridngulo de seletividade de

solventes de Snyder (SNYDER; CARR; RUTAN, 1993). A Tabela 2 apresenta os
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parametros solvatocrémicos, acidicidade (a), basicidade (B), dipolaridade (1) e
polaridade (P), que sdo medidas relativas da forga e tipo de interagdo molecular do
soluto com os solventes para os 7 pontos do planejamento de misturas de 3
componentes. Os extratos brutos foram preparados a partir de 2.0 g das folhas
secas com 60 mL de solvente extrator. O processo extrativo ocorreu sob agitagao
em Incubadora shaker ACB Labor com velocidade de agitacdo de 150 rpm e
temperatura de 15°C. Apds 24 horas o extrato foi filtrado e separado das folhas.
Esse procedimento foi repetido por mais trés vezes. O volume total de solvente (240
mL) para cada ponto do planejamento de misturas foi evaporado em rotaevaporador

rotativo seguido de circulagao forgada de ar. Os extratos ja secos foram liofilizados.

Tabela 1 — Planejamento de mistura simplex centroide de 3 componentes para

extragao

Planejamento Solventes

de misturas Etanol Diclorometano Hexano
e 1 0 0
d 0 1 0
h 0 0 1
ed 0,50 0,50 0
eh 0,50 0 0,50
dh 0 0,50 0,50

edh 0,333 0,333 0,333
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Tabela 2 — Propriedades quimicas dos solventes puros e suas misturas de acordo
com o planejamento estatistico de misturas — acidicidade (a),
dipolaridade (17), basicidade (B) e polaridade (P)

Planejamento Propriedades Quimicas

de misturas a T B P
e 0,39 0,25 0,36 4,30
d 0,27 0,73 O 3,10
h 0,10 0,06 0,03 0,10
ed 0,33 0,49 0,18 3,70
eh 0,25 0,46 0,20 2,20
dh 0,19 0,40 0,02 1,60
edh 0,25 0,35 0,13 2,50

3.1.3 Medida Espectroscopica de RMN 'H

Os experimentos de RMN 'H foram realizados a 25°C em Espectrémetro
Bruker Modelo Avance Ill operando a 400 MHz com numero de aquisi¢gdes de 32,
tempo de aquisicdo de 3 minutos e 4 segundos e tempo de espera de 1,0 segundo.
Foi utilizada sonda multinuclear inversa de 5 mm (BBI). Os espectros de ressonancia
foram registradas usando 0,05 g do extrato dissolvido em 0,5 mL do solvente DMSO-
d6 (Sigma Aldrich) usando TMS como referéncia espectral. A supressao de sinais foi

feita para remover deslocamentos quimicos de ressonancia da agua residual.
3.1.4 Espectrometria de Massas (IES-EM)

Foram pesados 3,0 mg do extrato bruto proveniente da mistura ternaria (edh)
das folhas da planta irrigada dissolvidos em 1,0 mL de metanol LC-MS Fluxa

Analytical. Esta solugéao foi diluida com 0,01 % de acido férmico Vetec para obtengéo
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de uma solucdo de concentragdo 1x10° mg mL™" do extrato. A solugdo do extrato
diluida foi injetada diretamente na fonte do espectrdmetro de massa Bruker,
equipado com analisador quadrupodlo e ionizagao por electrospray (IES). A analise
foi operada no modo positivo e negativo como forma de avaliar as diferentes
propriedades dos compostos presentes no extrato. Os dados foram adquiridos no
modo de varredura usando uma gama de m/z de 80 a 1000 Da. As condi¢des da
fonte de ionizagao foram: voltagem capilar de 3 kV, 150 °C de temperatura da fonte,
80 L h™ de fluxo de gas do cone, 800 L h™ de fluxo de gas de dessolvatagdo e 350
°C de temperatura de dessolvatagdo. O gas de nitrogénio utilizado na nebulizagao
apresentava 99% de pureza. Os dados foram processados usando o software v4.1

MassLynx.
3.1.5 Analise Cromatografica

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatégrafo liquido
Finnigan Surveyour Thermo Scientific equipado com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) com monitoragdao nos comprimentos de onda em 276, 290 e 325 nm. A
corrida cromatografica utilizada neste estudo foi obtida previamente por trabalhos
anteriores com algumas modificagbes (HAMERLY et al., 2015). A eluicdo em
gradiente ocorreu por 60 minutos em ambiente com temperatura controlada de 20°C
e fluxo de 600 uL min™'. A fase mével consistiu de 0,1% de acido formico Vetec em
agua Ultrapura Milli-Q (A) e 0,1% de acido férmico Vetec em acetonitrila J.T.Baker
(B). A eluigao de gradiente linear foi 2% do eluente B por 2 min; 2-95% de eluente B
de 2-26 min; 95% de eluente B de 26-28; 2% do eluente B de 28-60 min. A coluna
utilizada foi HILIC Kinetex 2,6 um 100 A Phenomenex, com dimensdes de 150 mm x
4,6 mm e volume de injecao de 20 pL. 3,0 mg do extrato foram dissolvidos em 1,0

mL de metanol. Foi adicionado 20 uL desta solugcdo em 10 mL da fase movel
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composta por 2% B e 98% A. As amostras foram filtradas em filtro de nylon
Chromafil de 0,20 um e analisadas imediatamente. Os dados foram processados

usando o programa ChromQuest 4.2

3.1.6 Determinacdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Sequestro de

Radicais Livres em Extratos de Coffea Arabica

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando o método do sequestro de
radicais livres do DPPH (2,2 difenil-1-picrihidrazil) (BLOIS, 1958). O extrato seco de
folhnas de Coffea arabica resuspendido em solugao hidroalcodlica (1:1) (50uL) foi
adicionado a mistura reacional contendo 1 mL de tampao acetato 0,1M (pH 5,5), 1
mL de etanol e 0,5 mL de solugdo etandlica de DPPH (250uM). A mudanca na
absorbancia foi medida em 517nm (espectrofotometro Evolugdo 60 S Thermo
Scientific) apés 10 minutos de incubagdo em temperatura ambiente e ao abrigo de
luz. Os resultados foram determinados em valores de ICsp, plotados no software

GraphPad Prism, versao 5.01. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas.

3.1.7 Analise Estatistica dos Dados de RMN '"H e HPLC-DAD

Analise de fatores e analise hierarquica foram utilizados para analise dos
dados de RMN e cromatograficos usando o software Statistica 7.0. O software Origin
Pro 8 foi usado na plotagem dos graficos dos loadings. Os espectros RMN de 'H
foram referenciados ao sinal do TMS (& 0.0). O intervalo de trabalho dos dados
espectrais foi de & 0.0055 — 9.9999. A regidao de deslocamento quimico para o
solvente deuterado (& 2.3900 — 2.5900) foi retirada da matriz de dados para
realizacdo da analise de fatores. Pré-processamento (normalizagao) foi realizado,
porém nao houve mudanca significativa nos escores e loadings da analise de

fatores, sendo escolhido assim os dados na sua forma original para desenvolvimento
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do trabalho. Os cromatogramas foram analisados no intervalo de tempo de 0 - 40

min.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ressonancia Magnética Nuclear

A soma dos perfis dos espectros de RMN 'H dos extratos de acordo com o
planejamento de misturas pode ser considerada uma impressdo digital
metabolémica global e que carrega o maximo de informacéao possivel. A Figura 2a e
2b mostra o espectro RMN 'H médio obtido a partir dos extratos de diferentes
solventes e diferentes propor¢des pelo planejamento, Tabela 1, para folhas de
plantas irrigadas e n&o irrigadas, respectivamente. A Figura 2c mostra o sinal
resultante da subtracdo dos dois espectros, mostrando o conjunto de metabdlitos
que apresentam diferencas nas abundancias relativas com relacdo ao estresse
hidrico. Observa-se na Figura 2c que a maior variagdo nas abundancias relativas
encontram-se na faixa de 6 4,0 - 0,5. O sinal em & 1.21, caracteristico de pigmentos
(SINGH, 2012), corresponde ao metabdlito majoritario para o conjunto de extratos
provenientes da planta irrigada, enquanto o sinal em & 1.24, caracteristico de lipidios
(CALIGIANI et al.,, 2010; SHUIB et al.,, 2011; UAWISETWATHANA et al., 2015),

corresponde ao metabdlito majoritario dos extratos relativos a planta ndo irrigada.
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Figura 2 — Média dos espectros de RMN 'H para o planejamento de misturas de 3
componentes — a) espectro médio de extratos de plantas irrigadas; b)
espectro médio de extratos de plantas nao irrigadas; c) subtracdo média
dos espectros de RMN de plantas irrigadas e n&o irrigadas (a-b)
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Considerando a dificuldade para explorar as diferencas na composi¢cao
quimica das folhas de cafeeiros submetidos a condi¢des de irrigagao e nao irrigacéao
usando os espectros médios, a analise de fatores foi aplicada aos dados de
impressao digital. Os dados espectrais da Figura 3 foram dispostos em uma matriz
de 8.178 linhas e 14 colunas, onde as linhas representam o deslocamento quimico
do espectro de ressonancia magnética nuclear 'H e as colunas os extratos
preparados de acordo com o planejamento estatistico de misturas, sendo 7 extratos
provenientes de plantas irrigadas e 7 extratos provenientes de plantas nao irrigadas.
Os trés primeiros fatores explicam 96,07% da variancia total dos dados.

Figura 3 — Impressao Digital Metaboldmica RMN 'H (5 0.0 — 10.0) (Irr = Plantas

irrigadas; Ni = Plantas n&o irrigadas) utilizados para construgdo da
matriz de dados

Irr - e
Irr - d
Irr - h
Irr - ed
Irr - eh
Irr - dh

——Irr - edh
—Ni-e

Por meio da AF os dados antes de dificil interpretagdo sédo projetados em um
espaco de dimensido menor, sendo possivel identificar diferengas existentes entre as
amostras de forma imparcial (GARRETA-LARA et al., 2016). A Figura 4 mostra o

grafico dos escores do Fator 1 vs. Fator 2 responsavel por 92,57% da variagao total
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dos dados. A distribuicdo dos extratos tanto no escore do Fator 1 e 2 é explicado
majoritariamente pela polaridade do solvente extrator. Hexano e suas misturas tem
polaridade inferior aquelas obtidas com o solvente etanol. Solventes polares
interagem através de forgcas intermoleculares ou ligagdes de hidrogénio e extraem
preferencialmente compostos polares e hidrofilicos. Ja os solventes nao polares
extraem preferencialmente compostos de baixa polaridade e compostos de carater
hidrofébico (SCHEEL et al., 2016).

Figura 4 — Grafico bidimensional dos escores do Fator 1 vs. Fator 2 dos espectros

de ressonancia magnética nuclear 'H para extratos obtidos de acordo
com o planejamento de misturas para plantas nao irrigadas e irrigadas

1,0 , :
; dh
*

d

09+t

A

081 dh
0,7 +
06 * edh

edh
05+ A

Fator 2 (14,14%)
.

04|

«%2

03r

| o

0,2 A

0,1 - : - - : ' - : .
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10,

Fator 1 (78,43%)

Irrigada
Nao irrigada
Na Figura 5a observa-se que para o Fator 1 as amostras localizadas na
regido mais positiva apresentam maior abundancia relativa de pigmentos (& 1.21).
Pela Figura 4, na regiao mais positiva encontram-se os extratos etandlicos e na

regido menos positiva os extratos hexanicos. Segundo o loading, Figura 5a, a
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diferenga entre os extratos presentes nesta regido deve-se a maior abundancia

relativa de lipidios (& 1.24) no extrato hexanico comparado ao etandlico.

Analisando o Fator 2, Figura 4 e loading, Figura 5b, observou-se os mesmos

deslocamentos com pesos opostos na discriminagdo. Assim, as abundancias

relativas de pigmentos e lipidios estdo anticorrelacionados no conjunto de amostras

analisadas.

Figura 5 — Grafico do loading da analise de fatores para extratos de folhas de
Coffea Arabica lapar 59 cultivadas sob irrigagdo e n&o irrigacao a) Fator

1 b) Fator 2
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A Figura 6 apresenta os espectros de RMN 'H para as folhas irrigadas
extraidas com hexano um solvente organico de baixa polaridade e etanol com alta
polaridade. Para facilitar a visualizagéo os espectros foram divididos em 4 faixas (&

10-6.5,06.5-4.0,064.0-2.0,562.0-0.1).

Figura 6 — Perfil quimico do espectro de ressonancia magnética nuclear 'H para
extratos etandlicos e hexanicos de folhas de Coffea arabica cultivadas
sob irrigacéo. a) 5 10-6.5b)56.5-4.0c) 6 4.0-2.0d) 6 2.0-0.1
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Na Figura 6a observa-se que o espectro do extrato em hexano ndo apresenta
informagédo quimica na faixa de deslocamento & 10.00 — 6.5. Comparado com o
extrato em etanol, o extrato hexanico apresenta pouca informacdo quimica na
extracdo de metabdlitos, devido a sua baixa capacidade de extracdo de compostos

polares. Em compensacao na Figura 6b é possivel observar um sinal mais intenso
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quando comparado ao etanol em torno de d 5.65. Na Figura 6d observa-se um sinal
mais intenso em & 1.24, caracteristico de estruturas quimicas lipidicas -(CH2),
(CALIGIANI et al., 2010; SHUIB et al., 2011; UAWISETWATHANA et al., 2015). Ja o
espectro obtido do extrato etandlico apresenta maior numero de sinais, sendo
possivel verificar deslocamentos quimicos caracteristicos de metabdlitos primarios e
secundarios, tais como trigonelina 6 8.75; 8.87; 9.22 (KODA et al., 2012; WEI et al.,
2010), guanosina & 8.00 (LOCCI et al., 2011; UAWISETWATHANA et al., 2015),
regido de isbmeros de acidos clorogénicos & 7.8-6.1 (BOSCO et al., 1999), theogallin
6 7.08 (GALL; COLQUHOUN; DEFERNEZ, 2004), a-glucose 6 5.20 (KIM, H. K;;
CHOI, Y. H.; VERPOORTE, 2010; KODA et al., 2012), B-glucose & 4.61 (KIM, H. K.;
CHOI, Y. H.; VERPOORTE, 2010; KODA et al., 2012), acido malico & 4.33 (KIM, H.
K.; CHOI, Y. H.; VERPOORTE, 2010), serina 6 4.08 (KUHNEN et al., 2010), acido
quinico & 3.56 (GALL; COLQUHOUN; DEFERNEZ, 2004), colina 6 3.20 (KODA et
al., 2012; WEI et al., 2010), acido succinico d 2.54 (CALIGIANI et al., 2010; KIM, H.
K.; CHOI, Y. H.; VERPOORTE, 2010), glutamina & 2.16 (KIM, H. K.; CHOI, Y. H,;
VERPOORTE, 2010; KODA et al., 2012), acido acético & 1.90 (CALIGIANI et al.,
2010; WEI et al., 2010), alanina & 1.52 (KIM, H. K.; CHOI, Y. H.; VERPOORTE,
2010; KODA et al., 2012; WEI et al., 2010), grupos metil de pigmentos & 1.21
(SINGH, 2012) e valina, leucina, isoleucina & 1.08 — 0.70 (KODA et al., 2012; LOCCI
et al., 2011; UAWISETWATHANA et al., 2015).

A Figura 7 mostra a projegcao dos scores do Fator 1 vs. Fator 2 vs. Fator 3,
observa-se que o fator 3 contém metabdlitos importantes para discriminar plantas
irrigadas e nao irrigadas. No Fator 3 os extratos provenientes de plantas irrigadas

encontram-se em posicao inferior em relagao aos extratos de plantas nao irrigadas.
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Figura 7 — Grafico tridimensional dos escores do Fator 1 vs. Fator 2 vs. Fator 3 dos
espectros de ressonancia magnética nuclear 'H para extratos obtidos de

acordo com o planejamento de misturas para plantas né&o irrigadas e
irrigadas

Lol T T R A

¢ Irrigada
A Nzo irrigada

O grafico dos loadings da analise de fatores para os dados de RMN 'H para
os extratos das folhas coletadas em plantas irrigadas e néao irrigadas podem ser
divididos em trés regides distintas, sendo regides de aromaticos (& 10.0 — 5.5),
regido de acgucares (6 5.5 — 3.0) e aminoacidos/compostos alifaticos (6 3.0 — 0.0)
(CALIGIANI et al., 2010; KIM, H. K.; CHOI, Y. H.; VERPOORTE, 2010; SHUIB et al.,
2011). Na Figura 8, o grafico do loading do fator 3 mostra maior discriminagao nas
duas ultimas regides, sendo que este fator € o responsavel pela separagao das
amostras provenientes das diferentes condigbes de cultivo. Os extratos de folhas

cultivadas sob irrigacdo encontram-se em baixos valores de peso (sentido negativo)
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no fator 3 enquanto os extratos de folhas de plantas néao irrigadas, tendem para
maiores valores positivos neste fator.

De acordo com o grafico do loading os deslocamentos quimicos em & 1.34
caracteristico do lactato (LIMA et al., 2010), & 1.65 presente na arginina (KODA et
al., 2012) e & 3.88 caracteristico da metionina (LOCCI et al.,, 2011) apresentam
maiores abundancias relativas nos extratos de folhas provenientes de plantas nao
irrigadas. Enquanto para os extratos de folhas de plantas irrigadas, deslocamentos
quimicos de 6 1.30, 3.20, 3.34 e 3.86 caracteristicos de treonina (KUHNEN et al.,
2010), colina (CALIGIANI et al.,, 2010), prolina (KODA et al., 2012) e serina
(KUHNEN et al., 2010), respectivamente, apresentam maiores abundancias relativas

para estes extratos.
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Figura 8 — Grafico do loading da analise de fatores para extratos de folhas de
Coffea Arabica lapar 59 cultivadas sob irrigagdo e né&o irrigacdo para
Fator 3. a) Loading (6 10.0 — 0.0). b) regido de agucares (& 5.5 — 3.0). ¢)
regides de aminoacidos/compostos alifaticos (o 3.0 — 0.0)
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A Tabela 3 mostra as razées m/z dos dados da espectrometria de massa de
moléculas protonadas (modo positivo ou negativo) caracteristicos dos metabdlitos
estabelecidos por RMN "H para a mistura ternaria etanol/diclorometano/hexano para
as folhas do cafeeiro irrigado. A presenca de massas caracteristicas juntamente com
os deslocamento quimicos do RMN permite identificar a presenga dos metabdlitos
nos extratos de interesse. Para os acidos clorogénicos séo encontradas valores [(M-
H)’, m/z] de 325, 337, 353 e 367 caracteristico de isbmeros clorogénicos derivados
de acido feruloilquinicos (FQA), acido cafeoilquinico (CQA) e &cido p-

cumaroilquinicos (pCoQA).
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Tabela 3 — Moléculas protonadas caracteristicas (IES-EM) para extrato de misturas
ternaria (etanol/diclorometano/hexano) de folhas de Coffea arabica sob
irrigacdo e deslocamentos quimicos caracteristicos de 'H para cada

metabdlito
Metabdlito (m/z) Moléculas 6 (ppm)
des/protonadas
Lactato 89 [M-HT 1.34, 4.22
Alanina 90 [M+H]" 1.52, 3.81
Colina 105 [M+H]" 3.20,4.10
Serina 106 [M+H]" 3.88,4.08
Prolina 116 [M+H]" 2.01,2.32, 3.34,8.78
Acido succinico 117 [M-H] 2.56
Treonina 118 [M-H] 1.30, 4.02
Valina 118 [M+H]" 1.08-0.70, 2.27, 3.63
Glutamina 128 [M-HT 2.16
Leucina/ Isoleucina | 132 [M+H]* 1.08-0.70
Acido malico 133 [M-HT 2.66, 2.75, 4.33
Trigonelina 138 [M+H]* 8.75, 8.87,9.22
Metionina 148 [M-HT 2.15,2.18, 2.66, 3.88
Arginina 175 [M+H]" 1.65, 1,90, 3.23, 3.74, 7.23
a-glucose/ B-glucose| 181 [M+H]* 5.20/4.61
Acido Quinico 193 [M+H]" 1.90, 1.92, 2.03, 2.04, 3.56, 4.05
Guanosina 284 [M+H]* 8.00
Theogallin 345 [M+H]" 2.02,2.15, 2.19, 3.85, 4.22,5.44, 7.08
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A possivel presenca de lactato nos extratos de folhas de cafeeiros nao
irrigados pode estar envolvido nas condigbes de troca de gases pelas vias
fisiologicas da planta. Em condigbes de agua insuficiente para a manutencao da
planta esta desencadeia o fechamento dos estdématos (MIURA et al., 2013). Os
estdmatos sao responsaveis pelas trocas gasosas e pela transpiragao estomatica
(PILLITTERI; DONG, 2013). Com o fechamento deste, ocorre declinio na taxa de
fotossintese, mas a planta evita a perda de agua pela transpiracdo (CHAVES;
FLEXAS; PINHEIRO, 2009; RAI, 2002). Em baixos niveis de O, a respiragdo nao
prossegue pelas vias aerdbicas e processos anaerdbicos comegam a ocorrer nas
vias metabdlicas do piruvato (AHMAD; PRASAD, 2012). O lactato é um destes
produtos de processos fermentativos (BAILEY-SERRES; VOESENEK, 2008). O seu
acumulo indica um estresse hipoxico na planta (SOUSA; SODEK, 2002) e em
concentracao superiores altera o pH do citosol (acidose citosélica) e pode levar a
morte celular (VARTAPETIAN; JACKSON, 1997).

Quanto a arginina, o aumento da abundancia relativa em plantas ¢ indicio de
deficiéncia de fosforo no metabolismo (RABE; LOVATT, 1984), sendo ainda
precursor de metabdlitos que sao respostas a estresses bidticos e abidticos, como
as poliaminas (WINTER et al., 2015). Outro possivel metabdlito presente dos
extratos de folhas de Coffea arabica nao irrigados € a metionina que € um precursor
do etileno em plantas (SAUTER et al., 2013) . Os metabdlitos da rota de sintese do
etileno estao relacionados a fatores estressantes (LYNCH; BROWN, 1997), e na
folha exerce funcédo nos processos de senescéncia e abscisao (BEYER, 1976).

A partir dos espectros e pesos dos loadings das folhas de cafeeiros irrigados
ficou evidente que os aminoacidos sdo majoritarios. A regulagdo de grande parte

dos processos fisioldgicos € realizado por meio dos aminoacidos (HAYAT et al.,
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2012; RAI, 2002). Prolina ja foi investigada e verificou-se que sua acumulacao esta
envolta na disponibilidade de agua em folhas de arroz, quanto maior o teor de agua,
maior o teor de prolina (YANG; WANG; KAO, 2000). A colina, apresenta inumeras
propriedades funcionais inerentes ao vegetal (STOREY; JONES, 1975), sendo que
sua biodisponibilidade esta envolvida em situacbes de estresse salino (APSE;
BLUMWALD, 2002). Areas irrigadas sdo sensiveis a processos de salinizacdo do
solo, porém uma série de processos fisicos e quimicos precisam estar alinhados
para ocorrer tal fendmeno, tais como composigdo da agua e manejo da cultura
(BOUKSILA et al., 2013). Uma vez salinizado efeitos antagbnicos ocorrem no
crescimento e desenvolvimento da planta anulando o efeito sinérgico do
fornecimento de agua (GARRIDO et al., 2014; TRIVELLINI et al., 2014).

Na Figura 7 observa-se que dentre todos os extratos provenientes do
planejamento de misturas de solventes como melhor solvente discriminador a
mistura ternaria é indicada, uma vez que a distancia entre os extratos de plantas
irrigadas e nao irrigadas € maior. As separagdes dos extratos pela analise de fatores
€ confirmada pela analise hierarquica apresentada na Figura 9 para as triplicatas da
mistura edh. Pelo dendograma dois grupos sao formados, sendo o grupo 1
composto pelos espectros dos extratos obtidos das folhas de plantas nao irrigadas e

o grupo 2 de espectros de extratos de folhas de plantas irrigadas.
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Figura 9 — Andlise hierarquica para os espectros de RMN 'H para os extratos de
folnas de plantas irrigadas e nao irrigadas extraidas com a mistura
etanol/diclorometano/hexano
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4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Analise de fatores foi aplicada aos dados de impressao digital cromatografica
para verificar as diferengas no processo de separacao entre extratos de folhas de
cafeeiros submetidos a condi¢des de irrigacdo e néo irrigagdo. Os cromatogramas
foram organizados em uma matriz de 6.000 linhas e 14 colunas, onde cada linha
representa a absorvancia em unidade arbitraria em cada tempo de retencéo e as
colunas os extratos (7 extratos de acordo com o planejamento estatistico de

misturas para cada amostra), conforme Figura 10. Estes dados foram sujeitos a
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analise de fatores. Os trés primeiros fatores explicam 72,75% da variancia total dos

dados.

Figura 10 — Representagcdo matricial utilizada na analise de fatores para os dados
cromatograficos, linhas representam a absorvancia em unidade
arbitraria em relagdo ao tempo de retengao e as colunas representam
os extratos
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A Figura 11 mostra o grafico dos escores do Fator 1 vs. Fator 3 responsavel
por 56,87 % da variagdo total dos dados. Dois grupos podem ser identificados com
caracteristicas distintas diante do Fator 3. No escore positivo encontram-se os
cromatogramas dos extratos do cafeeiro irrigado com os respectivos solventes
extratores: e, h, eh, ed e edh. No escore negativo encontram-se todos os
cromatogramas dos extratos das amostras do cafeeiro nao irrigado. Como solvente
extrator discriminante, a mistura diclorometano/hexano ndo pode ser usada para
esta finalidade, uma vez que os cromatogramas destes extratos para a planta
irrigada e nao irrigada se encontram na mesma regido deste fator. Assim, os
solventes puros etanol e hexano, as misturas binarias etanol/lhexano e

etanol/diclorometano e mistura ternaria etanol/diclorometano/hexano sao os
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solventes extratores ideais para discriminar o conjunto de extratos provenientes da

planta mediante a separagao cromatografica.

Figura 11 — Graficos dos escores da andlise de fatores para os dados
cromatograficos para extratos de folhas de cafeeiros sob irrigagédo e
nao irrigagao
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4.3 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO PARA FEOFITINA A E 0-CAROTENO E

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS

Considerando que os pigmentos juntamente com os lipidios foram os
metabolitos majoritarios na diferenca da média dos espectros de RMN 'H para a
planta irrigada e n&o irrigada, investigou-se a presenca de espectros com perfis
caracteristicos de pigmentos em todos os extratos apds a analise cromatografica.
Observou-se a presenca de dois perfis espectrais em todos os extratos, porém com

abundancias relativas distintas, conforme Figuras 12 e 13.
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Figura 12 — Conjunto de perfis espectrais para feofitina a obtido por HPLC-DAD de
acordo com o planejamento estatistico de misturas de trés
componentes
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Figura 13 — Conjunto de perfis espectrais para a-caroteno obtido por HPLC-DAD de
acordo com o planejamento estatistico de misturas de trés
componentes
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O primeiro espectro presente na Figura 14a apresenta absorbancias em 237,
411, 505, 535, 606 e 665 nm caracteristicos de feofitina a, sendo produto de
degradacéao da clorofila a. (PAULI; BRUNS; SPACINO, 2016). O segundo espectro
(Figura 14b) apresenta absorbancias em 235, 267, 423, 448, 476 nm caracteristico
de a-caroteno (TAKAICHI, 2000).

Para avaliar o efeito do solvente extrator sobre a abundéncia relativa dos
respectivos metabdlitos foi utilizada a absorvancia nos comprimentos de onda em
665 e 448 nm para feofitina a e a-caroteno, respectivamente. As intensidades em
unidades arbitrarias foram normalizadas pelo valor maximo dos elementos, de

acordo com a equacao 3:

flx) =— Eq. 3

maximo
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Figura 14 — Caracterizacao espectral por bandas de absorgéo para a) feofitina a e
b) a-caroteno obtidos por separagao por HPLC-DAD
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Com os dados normalizados, os valores foram analisados em conjunto em
funcdo da composigdo do solvente extrator para otimizar a extragdo dos pigmentos.
Modelos lineares, quadraticos e cubicos foram avaliados, sendo que os dois
primeiros apresentaram falta de ajuste para o modelo estabelecido. A significancia
da regressao para o modelo cubico especial foi feita através da ANOVA, de acordo
com a Tabela 4. No nivel de 95 % de confianga para ambas as regressbées o0 Fca>
Fit, considerando significativas as regressdes. Para a falta de ajuste do modelo o

Fca<Frit, assim ndo apresentam falta de ajuste.
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Tabela 4 — ANOVA para a regressao do modelo cubico especial para a absorvancia
normalizada de espectros de feofitina a e a-caroteno de acordo com o
planejamento estatistico de misturas

Equacao Fonte de variagao SQ gl MQ Fcal

1 Regressao 0,7665 4 0,1916 171,5384
Residuos 0,0045 4 0,0012
Falta de ajuste 0,0039 2 0,001934 6,4476
Erro Puro 0,00060 2 0,0003
Total 0,7710 8 0,0963
% de variagao 99,42
explicada
% maxima de variagdo 99,92
explicavel

2 Regressao 0,8315 5 0,1663 662,3620
Residuos 0,0007 3 0,0003
Falta de ajuste 0,0004 1 0,0004 2,1159
Erro Puro 0,0004 2 0,0002
Total 0,8322 8 0,1040
% de variagao 99,92
explicada
% maxima de variagcao 99,95

explicavel

Valores da distribuicdo F no nivel de 95% de confianga para os modelos quadratico e cubico especial:

Fs45%=6,39; F5350=9,01; Fo259 = 19,00; Fq254,=18,51.
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Os modelos cubicos para feofitina a e a-caroteno sao respectivamente:

P tugine « = 1,0194€+0,2428 +0,0434 7 —1,2057 e +7,7957 edh Eq. 4
" (

+0,0304) (+0,0282) (+0,0304) (+0,1598) (+0,7050)

Fcaroens = 1,0000€+0,2260d +0,0003 /1 40,5401 ed —1,2674 eh +4,8399 edlh Eq. 5

(0,0158) (0,0144) (£0,0144) (+0,0765) (+0,0765) (0,3722)

Para feofitina dentre as misturas binarias somente o extrator etanol/hexano é
significativo, possuindo coeficiente negativo, que sugere efeito antagbnico no
processo extrativo. Dentre os puros etanol e diclorometano sao significativos. Para o
a-caroteno os coeficientes das misturas binarias etanol/diclorometano e
etanol/lhexano sao significativos, sendo que este ultimo apresenta também efeito
antagbnico. Os coeficientes lineares etanol e diclorometano foram significativos.
Para ambos, os coeficientes da mistura ternaria foi significativo. Os erros padroes
estimados para os modelos estdo entre parénteses abaixo de cada coeficiente.
Ambos os metabdlitos apresentam comportamentos semelhantes frente a extracao
pelos solventes, tendo maior abundancia relativa os extratos preparados em etanol.
Assim, as superficies de resposta devem ter comportamento similar, como é visto
nas Figuras 15 e 16.

As superficies sdo mostradas em fungcao dos solventes extratores: etanol,
hexano e diclorometano. As curvas preveem rendimentos maximos quando utilizado

etanol puro como solvente extrator, ou misturas com maior volume de etanol.
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Figura 15 — Curva de nivel para abundancia relativa de feofitina a obtida através da
absorvancia normalizada a 665 nm dos espectros de absorgdo DAD
obtidos por separagao por HPLC
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Figura 16 — Curva de nivel para abundancia relativa de a-caroteno a obtida através
da absorvéancia normalizada a 448 nm dos espectros de absor¢édo DAD
obtidos por separagao por HPLC
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Considerando que os pigmentos sao fragbes nao fendlicas, mas possuem
propriedades antioxidantes promissoras (MANIMALA; MURUGESAN, 2014; MEKNI
et al., 2013), determinou-se a atividade antioxidante pelo método DPPH nos extratos
de Coffea arabica para a planta irrigada.

A Figura 17 mostra o efeito da composi¢cao do sistema extrator sobre a
inibicao de DPPH (ICs0) para os extratos das folhas de Coffea arabica cultivar lapar
59. Analisando o efeito do solvente, o extrato da mistura diclorometano/hexano (1:1)
foi o que apresentou pior capacidade antioxidante, seguido dos extratos em

diclorometano e hexano puros. A melhor atividade antioxidante € obtida pelo extrato
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etandlico seguida da mistura etanol/diclorometano (1:1). A maior abundancia relativa

de pigmentos nao fendlicos no extrato etandlico pode ser uma das atribuigdes a

melhor capacidade antioxidante.

Figura 17 — Concentragdes que causam 50 % de inibicdo de DPPH (ICso) para
cada extrato de folhas de Coffea arabica cv. lapar 59 sob irrigagao de
acordo com o planejamento estatistico de misturas

50 -
40 -
30 -

20

-1
IC, (HgmL")

10 —

E D H ED EH DH EDH

Assim, a capacidade antioxidante para os extratos obtidos com o solvente
etanol puro foi comparado entre as plantas irrigadas e néao irrigadas. O extrato da
planta ndo irrigada apresentou capacidade antioxidante de 19,82 + 0,04 ug mL™" e
para a planta irrigada de 11,18 + 0,05 pg mL". Comparando as médias
experimentais, obtém-se tcac = 252 e ts959= 2,78, sendo assim tcac > terit, O que

sugere que as médias da capacidade antioxidante para ICsy tem diferenca

significativa entre si.
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5 CONCLUSAO

O perfil quimico de extratos de folhas de cafeeiros expostos a diferentes
condigdes de manejo, foi discriminado por meio da impressao digital metabolémica
associada a analise multivariada.

A impressao digital por ressonancia magnética nuclear mostrou que as
abundancias relativas de pigmentos e lipidios sao anticorrelacionados. A impressao
digital obtida com o extrato preparado com a mistura ternaria
(etanol/diclorometano/hexano) foi o melhor discriminador entre as folhas de cafeeiros
irrigados e néo irrigados. O grafico do loading mostrou que os aminoacidos foram os
principais metabdlitos para diferenciagcao dos extratos. A planta n&o irrigada mostrou
indicios de processos anaerobicos, de envelhecimento e deficiéncia nutricional,
justificado por sinais caracteristicos de metabdlitos como lactato, metionina e
arginina, cujo efeito &€ antagdnico ao desenvolvimento da planta. O processo de
irrigacdo aumenta o estresse salino com a presencga de sinais caracteristico de
colina. Por outro lado diminui os niveis de metabdlitos antagdnicos, o que sugere
melhor desenvolvimento da planta ao ambiente.

A otimizagao por superficie de resposta mostrou que o maior rendimento de
feofitina a, a-caroteno e atividade antioxidante total, foram obtidos em extratos
preparados em etanol. O cafeeiro irrigado apresentou melhor capacidade

antioxidante total quando comparado com o cafeeiro nao irrigado.
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