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RESUMO

Duas cultivares de Coffea arabica, Bourbon e IPR101 foram analisadas. Os extratos
foram preparados com base em um planejamento experimental do tipo centroide
simplex com 4 componentes, etanol, acetato de etila, diclorometano e hexano e
analisados por HPLC-DAD. Os dados tridimensionais obtidos foram decompostos
pelo método PARAFAC. Para as duas cultivares o melhor modelo PARAFAC
apresentou 3 fatores. Em ambos os casos o fator 1 conseguiu discriminar 0s
extratos obtidos em acetato de etila, cujo perfil espectrofotométrico ainda néo foi
identificado. O fator 2 indicou que o0s extratos em etanol puro e suas misturas
binarias foram mais eficientes na extracdo dos acidos clorogénicos enquanto que o
fator 3 permitiu identificar a cafeina e trigonelina, sendo a maior concentracao nas
misturas edh e eadh para as cultivares Bourbon e IPR101, respectivamente. A
microflora natural do C. arabica foi isolada e purificada, entretanto n&o notou-se a
degradacdo da cafeina no meio especifico. Observou-se que as condicbes séo
desfavoraveis para o crescimento dos microrganismos em meio contendo cafeina. A
analise espectrofotométrica na regido do UV-vis confirmou que n&do houve
degradacdo da cafeina. A cultivar Bourbon apresentou uma microflora de fécil
isolamento em meios comuns para fungos filamentosos, bactérias e leveduras em
relacdo a IPR101. Esta ultima € uma cultivar melhorada vegetalmente portanto mais
resistente.

Palavras-chave: Cultivares de Coffea. Métodos de decomposi¢cdo. Planejamento
de misturas. HPLC-DAD. Cafeina demetilase. Espectros UV-Vis.
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ABSTRACT

Two cultivars of Coffea arabica, Bourbon and IPR101 were analyzed. The extracts
were prepared according to a simplex centroid design with four components, ethanol,
ethyl acetate, dichloromethane, and hexane. Multiway data were obtained by HPLC-
DAD analysis of the fifteen different mixtures. The PARAFAC method was used to
investigate the chromatographic fingerprint. For both cultivars a PARAFAC model
with three factors was chosen. For both cases, factor 1 was able to discriminate
mixtures containing ethyl acetate as solvent. Factor 2 indicated that mixures in pure
ethanol and binary mixtures containing ethanol was the most efficient in extracting
chlorogenic acids and factor 3 identified caffeine through spectrophotometric profile
in all mixtures. Higher concentration of caffeine was obtained by the ternary mixture
of solvents ethanol, dicloromethane and hexane for Bourbon cultivar and by the
quarternary mixture for the IPR101 cultivar. Trigoneline was extracted in both
cultivars. The natural microflora of C. arabica was isolated and purified, however was
not noticed caffeine degradation in a specific medium. It was observed that the
conditions are unfavorable to the growth of microorganisms in a medium containing
caffeine and analysis by spectrophotometric technique in UV-vis region revealed no
caffeine degradation. The variety Bourbon presented an easy isolation of microflora
in commons media for filamentous fungi, bacteria, and yeasts, whereas in IPR101
plant breeding is more resistant to development of the coffee leaf rust.

Key words: Coffea cultivars. Decomposition methods. Mixture design. HPLC-DAD.
Caffeine demethylase. UV-Vis spectra.
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IMPRESSAO DIGITAL CROMATOGRAFICA DO Coffea arabica POR ANALISE
MULTIDIMENSIONAL UTILIZANDO O METODO PARAFAC

“Man with
simboliza um analista de multi-modos

cuboid” de Escher
intrigado  com um  problema
aparentemente insolavel dos trés
modos. Cortesia da Fundacdo M.C.
Escher.

Destaques

» Os extratos foram preparados
utilizando planejamento de
misturas Centroide-Simplex.

* O método PARAFAC foi aplicada
em dados tridimensionais
fornecidos por HPLC-DAD.

= Para ambas as cultivares, o melhor
modelo PARAFAC apresentou
trés fatores.

»O primeiro fator foi capaz de
discriminar 0s extratos em
relacdo aos extratos em acetato
de etila.

» O segundo fator que indica os
extratos em etanol puro e
misturas  binarias de etanol
contendo que extraem acidos
clorogénicos.

= O terceiro fator identifica cafeina
por meio do perfil
espectrofotométrico presente em
todos os extratos.
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1 INTRODUCAO

Considerada uma das espécies vegetais de maior importancia
econbmica, o café apresenta um comeércio internacional que envolve cerca de 500
milhdes de pessoas em sua gestdo. Segundo o Ministério da Agricultura (MAPA)
com a colaboracdo da Secretaria de Producdo e Agroenergia (SPAE), da
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) e dados da Organizacao
Internacional de Café (OIC), a producédo nacional em 2014 foi de 45,35 milhdes de
sacas de 60 quilos de café beneficiado, sendo o seu cultivo em uma area total de
1,95 milhdes de hectares, dos quais 70% sao provenientes de pequenas
propriedades com aproximadamente 10 hectares. Portanto, a produtividade do Brasil
em 2014 foi de 23,3 sacas por hectare, o que corresponde a 31,94% da producédo
mundial®.

Uma das espécies economicamente mais importantes é o café
arabica (C. arabica), a qual é caracterizada pela dificil manipulacdo génica, seu
florescimento € influenciado por diversos fatores ambientais como deficiéncia
hidrica, radiacdo solar, temperatura, vento e umidade relativa do ar, e também por
outros fatores como interacdo entre culturas, época de poda e recepa ou colheita
tardial. Além de afetar diretamente a producdo de frutos e, consequentemente, a
concentracdo dos principais metabdlitos, os quais estdo diretamente associados a
qualidade do produto final, estas variaveis ainda exercem uma grande influéncia na
incidéncia de pragas e doencas, dentre elas a ferrugem da folha do cafeeiro (Coffee

Leaf Rust — CLR), em todas as fases fenologicas do cafeeiro de forma que muitos

estudos de melhoramento vegetal sdo realizados para solucionar esses problemas.
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Os gréos de C. arabica cru contém uma enorme variedade de
compostos quimicos, que se distinguem entre produtos intermediarios e de
metabolismo primario. Esses compostos sdo usados como marcadores taxondmicos,
e 0s chamados “metabdlitos secundarios” contribuem para odores especificos,
gostos e cores das espécies?3. Muitos desses compostos, mesmo apds 0s
processos de torrefacéo, interferem no flavour da bebida, ou seja, em seu aroma e
sabor4, dos quais se destacam os alcaloides®® e os acidos clorogénicos’. Dentre os
alcaloides encontram-se 0s de base purinica, dos quais as metilxantinas fazem parte
e atuam principalmente no sistema nervoso central?.

A andlise metabolémica, também conhecida como fenotipagem
metabdlica ou simplesmente metabolomics em inglés, tem como foco as interacbes
complexas dos componentes de um sistema biologico e destaca-o como um todo ao
invés de apenas seus elementos particionados, resultando num aspecto distinto a
respeito do equilibrio celular®1°. Além disso, utilizam-se técnicas modernas para
analisar amostras com a finalidade de procurar uma descricdo analitica,
caracterizando e quantificando todos componentes de baixo peso molecular de uma
amostra bioldgica'*12,

Para que se possa analisar um sistema bioldgico, é necessario
conhecer como seus processos de regulagdo celular funcionam, e com isso, a
analise metabolémica visa distinguir os chamados produtos finais desses processos,
ou ainda, os metabdlitos, os quais sdo considerados a resposta final desse sistema
perante estimulos ou alteracdes genéticas ou ambientais®*4, A grande dificuldade
em se trabalhar com metabdlitos, e 0 que desafia os atuais procedimentos

analiticos, resume-se em seu alto dinamismo no tempo e espaco, o qual torna
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possivel a existéncia de uma quantidade muito abrangente de formas e
estruturas4 1.

Apesar dos principais metabdlitos serem provenientes do sistema
endogeno, algumas amostras biologicas podem apresentar interferentes de fontes
exdgenas (microbioma, dieta, medicamentos, etc) e, portanto, prover resultados néo
verdadeiros durante uma andlise!?, por isso ha a necessidade em estabelecer
padrdes para se estudar certos sistemas bioldgicos.

O estudo através da analise metabolébmica apresenta duas
vertentes, o perfil metabolémico (metabolomic profile) e a impressdo digital
metabolémica (metabolomic fingerprint). O objetivo da analise metabolémica por
meio do perfil metabolémico é analisar apenas um grupo de metabdlitos, enquanto
gue na impressao digital metabolébmica a intencdo nao é identificar cada um dos
metabdlitos observados, mas sim comparar padrées ou impressdes digitais de
metabdlitos que variam em resposta a algum tipo de doenca, mudan¢cas no meio
ambiente, melhoramento vegetal ou alteragdes genéticas?®.

Uma vez quantificados, os metabdlitos sdo definidos como
metaboloma da amostra, ou seja, as concentracfes destes metabdlitos em funcéo
do tempo. Pode-se pensar como um impressao digital metaboldomica que representa
o estado do organismo naquele periodo, ou seja, quantificar metabdlitos de forma
temporal com a intencdo de acompanhar o desenvolvimento do sistema perante um
estimulo quantificavel*?.

A impressao digital metabolémica pode ser obtida através de
técnicas espectroscopicas ou cromatograficas e dessa forma sédo denominadas

como impressao digital espectroscopica ou cromatografica.
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O perfil metaboldbmico € considerado uma das analises mais
holisticas e, duas técnicas sdo amplamente empregadas, a espectroscopia de
massa (MS) e a ressonancia magnética nuclear (NMR). Devido ao progresso e
sofisticacdo dessas técnicas, cada vez mais o estudo metabolémico € impulsionado,
e com isso, € acrescentada precisdo, exatiddo e sensibilidade a deteccédo e
separacédo dos componentes metabdlicoso’.

A impresséao digital € uma ferramenta poderosa para o controle de
qualidade de medicamentos a base de plantas'®, e conta com técnicas de separagéo
analitica, e as mais comumente utilizadas sdo as cromatogréaficas. Atualmente, as
técnicas espectroscopicas acopladas as cromatograficas tém explicado sistemas
complexos com propriedade, e quando se unem a ferramentas estatisticas, sao
capazes de reduzir grandes quantidades de informacdes quimicas e biolégicas em
caracteristicas singulares e precisas para cada sistema. Algumas das técnicas
cromatograficas frequentemente utilizadas sdo as liquidas de alto desempenho
(HPLC ou UPLC), pois tém uma elevada capacidade adaptativa e com estas
técnicas quase todos metabdlitos podem ser elucidados!®?°.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC pode ser
considerada atualmente a técnica de separacdo mais empregada para analise
metabolémica. Os mais diversos tipos de detectores podem ser acoplados a HPLC
para esta finalidade, os mais comuns sé&o o espectrometro de massa (HPLC-MS)??,
o de arranjo de diodos (HPLC-DAD)?%.

Algumas das ferramentas quimiométricas como andlise de
componentes principais (PCA) e analise hierarquica (HA) para dados multi-modos
podem auxiliar as técnicas hifenadas descrevendo o melhor modelo que os dados

obtidos dessas técnicas fornecem. Entretanto, essas ferramentas atuam em apenas
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duas dimensfes possibilitando a andlise individual de cada amostra. Para que se
possa analisar o conteudo todo de todas amostras, dois métodos quimiométricos de
ordem superior em trés dimensdes mostram-se muito atrativos para
desenvolvimento e aplicacdo, a analise dos fatores paralelos (PARAFAC) e os
métodos de Tucker.

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo obter as
impressodes digitais metaboldomicas de duas cultivares de C. arabica: Bourbon e
IPR101 por HPLC-DAD e analisar os dados multidimensionais usando o método

PARAFAC.
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2 METODOS QUIMIOMETRICOS

2.1 PLANEJAMENTO ESTATISTICO DE MISTURAS

Nas analises metabolémicas por HPLC, na maioria das vezes, sao
empregadas misturas de solventes para facilitar ou melhorar a separacéo de solutos
entre a fase estacionaria e a fase movel. Essa versatilidade permite variar a
seletividade e aumentar a eficiéncia da separacédo de acordo com as necessidades.

A composicdo da mistura empregada € um grau de liberdade
adicionado a escolha de diversos solventes disponiveis. Podem ser empregadas de
forma isocratica ou em gradiente de eluicdo, fazendo com que o tempo necessario
para uma separacdo eficiente seja reduzido sem afetar a resolucéo?.

A utilizacéo de diversos solventes na composicado da fase moével, da
mesma forma que se utilizam misturas de solventes na extracdo, possibilita
maximizar a eficiéncia da extracdo de um maior nimero de compostos quimicos da
planta. A maneira mais indicada para se explorar como 0s solventes ou a mistura
dos mesmos se comportam diante de um sistema de amostras biolégicas, utiliza-se
um planejamento de misturas?*, o qual permite explorar varias combinacdes de
solventes extratores para uma Unica amostra.

Nesse mesmo aspecto, para obter uma boa impressédo digital
metabolémica se faz necessario associar o preparo da amostra com o emprego das
técnicas avancadas de separacdo e identificacdo. E, para que toda a informacao
contida nos dados seja aproveitada de forma eficiente e interpretada de forma

correta, um gama diverso de ferramentas quimiométricas podem ser utilizadas.
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Dados cromatograficos obtidos por meio da técnica HPLC-DAD

fornecem uma superficie como resultado, ou seja, fornecem como resposta uma
matriz de dados, a qual gera dados de segunda ordem para cada amostra. No caso
de um detector por arranjo de diodos?®, é possivel obter os valores de absorvancia
em funcdo do tempo de corrida e em diferentes comprimentos de onda para cada

amostra como mostra a Figura 1.

Figura 1 - Exemplo de grafico tridimensional de dados obtidos por HPLC-DAD.
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Além das técnicas analiticas utilizadas para obtencdo da impressao
digital, tem-se o planejamento experimental, no qual permite explorar condi¢cdes
diferentes para amostras de um sistema bioldgico em estudo. Como exemplo, um
planejamento muito utilizado para modelagem é o do tipo Centroide-Simplex?* com 4

componentes, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Planejamento experimental do tipo Centroide-Simplex com 4
componentes?*,

Na Figura 2, os vértices do tetraedro (o) correspondem aos
solventes puros, o centro das arestas (e) correspondem as misturas binarias com os
dois componentes dos vertices em proporcdes iguais, 0os pontos no centro das faces
dos triangulos (e) correspondem as misturas ternarias com os trés componentes dos
vértices em proporcdes iguais e 0 ponto no centro do tetraedro (e) corresponde ao

ponto central, isto é, a mistura contendo os quatro solventes em propor¢des iguais.

2.2 METODOS DE DECOMPOSICAO DE DADOS

Alguns instrumentos proveem dados de ordem superior, ou ainda um
tensor de ordem superior?®, como resposta para cada amostra. Para as técnicas
hifenadas, tais como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de
diodos (HPLC-DAD), o método mais utilizado atualmente é a analise dos fatores

paralelos (PARAFAC)?,
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Figura 3, ou o método Tucker3, mais indicado quando o objetivo for
executar a andlise exploratéria??.

O PARAFAC e o Tucker3 séo os dois métodos de decomposicdo de
dados multidimensionais mais importantes. Esses métodos basicamente
decompdem o arranjo do tensor X em um certo nimero de loadings que véao
descrever toda a informacédo dos dados de uma forma mais compacta e conveniente
para a analise do que os dados originais?’.

Figura 3 - Decomposicdo de matriz de trés modos pelo método PARAFAC em uma
soma de produtos em triades de vetores chamados de loadings?8.

%ading 1 %ading 2 /(Hoading 3
c

B - BHoading 1 + BHoading 2 + B-Hoading 3 +
Matriz
A fn‘:g: Adoading 1 Adoading 2 Adoading 3

Uma particularidade do método Tucker3 é que o arranjo do tensor X
pode ser decomposto com diferentes numeros de fatores em cada um dos modos.
Essa propriedade € muito viavel em casos onde um dos modos possui um numero

muito menor de niveis com relacdo ao nimero de niveis de outros modos?°.

X=AG(C®B)'+E (1)

Como se observa na Eg. (1), no método Tucker3 o tensor X é
decomposto nas matrizes A (I x D), B (J x E) e C (K x F) que contém o0s pesos
(“loadings”) do modelo relativos as trés dimensdes dos dados, respectivamente, e
uma matriz central G (D x EF) de elementos pesos para todas as interagcdes entre

um fator de um certo modo com todos os fatores dos outros modos e, por este
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motivo, mais variancia € explicada pelo modelo Tucker3 em comparacdo com o
modelo de tamanho semelhante do PARAFAC e, portanto, pode-se dizer que o
modelo é mais atrativo quando se trata de exploracdo dos dados?6-,

Uma das justificativas para o desenvolvimento e utilizacdo de
métodos multi-modos é a que, seus modelos propdem solucdo Unica e,
matematicamente, isso significa que os modelos ndo podem ser rotacionados sem
perda de ajuste. Em alguns casos, a unicidade pode ser denominada cromatografia
computadorizada (computer chromatography)3!, a qual pode ser usada para separar
matematicamente compostos ou classe de compostos em um conjunto de amostras,
dispensando o emprego de técnicas cromatograficas mais sofisticadas e reduzindo o
consumo de produtos quimicos e tempo.

Estas propriedades tornam esses métodos muito atrativos?’, e ainda
segundo Bro (1998)%!, em sua tese, descreveu que o método PARAFAC,
particularmente, “fornece modelos parcimoniosos, portanto, robusto e interpretavel,
possibilitando melhores previsdes e possibilidades para explorar os dados”. Uma vez
que o modelo ndo pode ser rotacionado, a Unica coisa que pode variar € a ordem e a
escala dos fatores.

Por isso, uma caracteristica intrinseca de modelos bi- e trilineares é
a de que ndao ha maneira de se saber se um fator € primeiro, terceiro ou quinto, e
também identificar uma escala. Sendo assim, nos modelos multilineares os fatores
especificos séo identificados apds o ajuste do modelo?’.

Segundo Harshman e Lundy®? e Reis®® o “PARAFAC determina a
orientacdo do eixo Unico, buscando alongamento ou contracdo proporcional
sistematica das distancias ao longo de um conjunto consistente de dire¢cdes no

espaco de fatores”.
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No método PARAFAC, um tensor de dados tridimensionais X (I x J X

K) com elementos xijk € decomposto em trés matrizes de loadings, A (I x F), B (J X F)
e C (K x F) cujos elementos sao ai, bjs e cks, respectivamente e F é o numero de
fatores escolhidos. Um modelo trilinear € ajustado de forma a minimizar a soma dos

quadrados dos residuos, ejx. O modelo é representado de acordo com a Eq. (2)%:

F
X=) @b @
=

A determinacdo da complexidade do modelo, isto €, do numero de
fatores, € um dos passos mais importantes na analise dos dados e ndo ha para isso
um critério absoluto. Varias ferramentas podem ser utilizadas para esta finalidade,
citando como exemplo, a variancia explicada pelo modelo, o conhecimento quimico
do sistema, validacdo cruzada3*3> e o método de diagndstico de consisténcia do
nucleo (CORCONDIA)3,

O CORCONDIA é baseado na interpretacdo do PARAFAC como um
modelo Tucker3 restrito. A consisténcia do nucleo € sempre menor ou igual a 100%
podendo inclusive ter valores com sinal negativo. Um valor proximo ou igual a 100%
pode ser interpretado como “muito trilinear”, enquanto que um valor proximo de 50%
indica um modelo com numero excessivo de fatores ou entdo que o modelo é
tendencioso e inconsistente. Um valor préximo de zero ou negativo indica um
modelo completamente invalido®. Em outras palavras, quanto maior o valor de
consisténcia do nucleo, melhor sera o ajuste do modelo.

Para avaliar modelos PARAFAC com diferentes complexidades e

definir o que melhor se ajusta ao sistema proposto, utiliza-se o valor de consisténcia
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do nudcleo. E para calcular modelos PARAFAC faz-se necessario o uso de
programas com linguagem computacional adequada e uma interface que permita
explorar e visualizar o conjunto de dados coletados, como o MATLAB® 37, equipado
com uma colecédo de funcdes e algoritmos capazes de propor o melhor modelo de

um conjunto de dados multi-modos baseado em diversos modelos multilineares38.
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3 EXPERIMENTAL

A preparacgdo dos extratos de café foi baseada em um planejamento
experimental do tipo Centroide-Simplex?*3® com 4 componentes, e (etanol), a
(acetato de etila), d (diclorometano) e h (hexano) devido aos parametros de
solubilidade desses solventes*®4l, e a partir do planejamento obteve-se 15 misturas
diferentes nas composicdes dos solventes extratores, cujas proporcdes podem ser

vistas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo das misturas extratoras em termos de proporcao.

Extratos Solvgntes -
Etanol Acetato de etila Diclorometano Hexano
e 1 0 0 0
a 0 1 0 0
d 0 0 1 0
h 0 0 0 1
ea » % 0 0
ed » 0 % 0
eh » 0 0 ¥
ad 0 ¥ % 0
ah 0 ¥ 0 ¥
dh 0 0 % ¥
ead % % % 0
eah % % 0 %
edh % 0 % %
adh 0 % % %
eadh Y Y4 Y4 Y4

Neste trabalho foram analisados os dados de HPLC-DAD de
extratos de gréos crus de duas diferentes cultivares de C. arabica cedidas pelo
Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), a cultivar Bourbon vermelho e uma cultivar
desenvolvida pelo préprio IAPAR, denominada IPR101. Na cultivar Bourbon ndo ha

cruzamento com outras cultivares, ou seja, € arabica pura e foi usada como
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referéncia. A cultivar IPR101 originou-se do cruzamento da cultivar Catuai x
Sarchimor, com genes SH2 e SH3 que sao resistentes a ferrugem.
Os extratos foram preparados e analisados por Moreira e Scarminio
(2013)4%41, Das nove fases mdveis testadas, a escolhida para empregar o método
PARAFAC na analise da impressao digital metabolémica foi a fase mével composta
por 26% de acetonitrila, 51% de agua e 23% de metanol, porque apresentou maior
guantidade de picos nos cromatogramas nos comprimentos de onda monitorados.
Neste trabalho, modelos PARAFAC com diferentes complexidades
foram calculados e o melhor modelo foi escolhido utilizando os valores de
consisténcia do ndcleo, variancia explicada e iteracbes entre as variaveis dos
modelos. Os modelos PARAFAC foram calculados usando o programa MATLAB
6.5% equipado com o pacote N-way toolbox para MATLAB versdo 2.1138 usando o
tensor de dados originais para os extratos das cultivares Bourbon e IPR101. O
pacote N-way toolbox esta disponivel para download em

http://www.models.life.ku.dk/nwaytoolbox/download.

As matrizes utilizadas para aplicacdo dos modelos consistem em
matrizes de ordem superior e tém como variaveis 300 valores de absorvancia em
fungcdo do tempo de retencdo e 211 valores de absorvancia em funcdo do
comprimento de onda para 15 extratos. A Figura 4 mostra o comportamento dos
extratos da cultivar Bourbon perante as condicbes em cada ponto do planejamento e

a Figura 5 mostra para os extratos da cultivar IRP101.


http://www.models.life.ku.dk/nwaytoolbox/download
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Matrizes plotadas empregando software MATLAB 6.5 utilizadas para
aplicacado do PARAFAC nos extratos da cultivar Bourbon.
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Figura 5 - Matrizes plotadas empregando software MATLAB 6.5 utilizadas para

aplicacdo do PARAFAC nos ext
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DO TENSOR DE DADOS TRIDIMENSIONAL

Os tensores de dados tridimensionais originais para os dois
conjuntos de amostras utilizados para a analise continham 300 valores de
absorvancia em funcdo do tempo de retencdo (modo A), que corresponde a um
tempo de retencdo de 5 minutos, 211 valores de absorvancia em funcdo do
comprimento de onda (modo B) que corresponde a um intervalo espectral de 190 a
400 nm para 15 extratos (modo C).

Todos os tensores para extratos das cultivares Bourbon e IPR101
foram centrados na média em cada um dos modos, simultaneamente em dois
modos e nos trés modos, porém, ndo houve diferenca com relacdo aos resultados
obtidos com os tensores originais, de forma que para as analises foram usados os
tensores originais.

Uma vez que optou-se por nao utilizar pré-processamento, 0s
tensores de dados originais foram submetidos ao teste com o algoritmo
CORCONDIA para modelos contendo de 1 a 5 fatores. Os resultados para 0s

extratos das duas cultivares sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Valores de CORCONDIA, variancia explicada e numero de iteracdes para
modelos PARAFAC contendo de 1 a 5 fatores para os extratos das
cultivares Bourbon e IPR101.

Amostra | N. fatores 1 2 3 4 5
CORCONDIA (%) 100 100 98,68 0,08 0,04

Bourbon | Variancia explicada (%) 65,11 91,34 96,13 97,70 98,51
N° de iteracbes 6 2 10 20 363
CORCONDIA (%) 100 100 99,20 17,06 19,68

IPR101 Variancia explicada (%) 68,07 89,17 94,95 97,32 98,17
N° de iteracdes 5 2 7 252 122

Os valores de CORCONDIA e a porcentagem de variancia explicada
foram avaliados para as duas cultivares, e os melhores modelos seriam aqueles
contendo 2 ou 3 fatores. Nos dois casos 0 modelo com 1 fator apresenta um
CORCONDIA de 100%, porém a variancia explicada ndo chega a 69%, para 0s
modelos com 2 fatores o valor do CORCONDIA tem seu valor maximo e uma
porcentagem de variancia explicada aceitavel e os modelos com 3 fatores apresenta
um valor de CORCONDIA muito préximo de 100% e explicam 5% a mais da
variacdo dos dados. Com relacdo ao numero de iteracfes, sdo aceitaveis para 0s
modelos com até 3 fatores. Assim, os modelos PARAFAC contendo 2 e 3 fatores
para as duas cultivares foram obtidos e avaliados, sendo que o modelo com 3

fatores mostrou-se mais informativo tanto para a Bourbon como para a IPR101.

4.2 ANALISE Dos MobeLos Do PARAFAC

4.2.1 Cultivar Bourbon

Para os extratos da cultivar Bourbon foi escolhido um modelo

PARAFAC com 3 fatores para os dados tridimensionais de cromatografia liquida de
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alta eficiéncia acoplado com arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD). A Figura 6 mostra
os loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator.

Os loadings do modo A do primeiro fator, mostram um pico com
maior peso e valor positivo no tempo de retencao de 3,41 minutos e dois picos com
valores negativos nos tempos de retencédo de 2,56 e 4,56 minutos. No modo B, o
perfil espectral apresenta maximos com valores positivos nos comprimentos de onda
de 208 e 228 nm e com valor negativo em 272 nm. No modo C é possivel verificar
gue os extratos com maiores valores de loadings apresentam na composicao da
mistura o solvente extrator acetato de etila, em seguida, com valores intermediarios
de loadings tém-se os extratos contendo o solvente diclorometano e as misturas que
apresentaram os menores pesos foram etanol, hexano e etanol-hexano.

A analise conjunta dos loadings do primeiro fator, indica que os
extratos contendo acetato de etila em sua composicdo extratora devem apresentar
uma maior quantidade extraida do composto representada pelo pico em 3,41
minutos e o perfil espectral deste composto pode apresentar maximos nos
comprimentos de onda de 208 e 228 nm aproximadamente. Ja os extratos com
menor peso devem estar associados aos compostos que apresentaram 0S menores

pesos no fator 1, que correspondem ao tempo de retencao de 2,56 e 4,56 minutos.
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Figura 6 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon.
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Para verificar como o modelo descreveu os dados, recorreu-se a
analise visual dos cromatogramas das 15 extratos da cultivar Bourbon obtidos no
comprimento de onda de 210 nm, 0s quais revelam que 0s extratos contendo
acetato de etila na sua composicédo apresentam o pico em 3,41 minutos, enquanto

0s outros apresentam um perfil cromatografico de sobreposi¢do de pico, como pode

ser observado na Figura 7.
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Figura 7 - Cromatogramas das extratos da cultivar Bourbon no comprimento de
onda de 210 nm.
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Para confirmar estes resultados foram plotados os espectros DAD
correspondentes ao tempo de retencédo de 3,41 minutos, que sao apresentados na
Figura 8. E possivel verificar que para os extratos que contém acetato de etila como
um dos solventes extratores em sua composi¢ao, o espectro apresenta o perfil muito
semelhante aos loadings do modo B do primeiro fator, enquanto 0s outros

apresentam um perfil espectral com apenas um maximo em torno de 208 nm.

Figura 8 - Espectros correspondentes ao tempo de retencdo 3,41 minutos dos
extratos da cultivar Bourbon.
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Na Figura 9 observa-se o segundo fator para os modos A, B e C, na

qual os loadings do modo A apresentam apenas um pico com maior peso de valor
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positivo no tempo de retencdo de 2,48 minutos, ja os loadings do modo B mostram
uma série de comprimentos de onda maximos, todos com valores positivos em 203,
219, 243, 297 e 326 nm, 0s quais sdo0 maximos caracteristicos da classe de
compostos de acidos clorogénicos. Os loadings do modo C evidentemente separam
0s extratos contendo o solvente extrator etanol na composicdo da mistura do
restante dos extratos que apresentaram pesos bem proximos de zero. Os extratos
contendo etanol puro e misturas binarias contendo etanol apresentaram maior peso

do que os extratos preparados com misturas ternarias e quaternarias.

Figura 9 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon.
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O segundo fator indica que esses extratos contendo etanol

apresentam o pico em aproximadamente 2,48 minutos, o que é confirmado pelos
cromatogramas apresentados na Figura 7, onde também €& possivel verificar um
certo deslocamento desse pico. Para confirmar os comprimentos de onda maximos
indicados pelo modo B os espectros DAD referentes ao composto ou mistura de

compostos com tempo de retencdo de 2,48 minutos séo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Espectros correspondentes ao tempo de retencédo de 2,48 minutos dos
extratos da cultivar Bourbon contendo o solvente extrator etanol na sua

composicao.
1,2+ 1,2-
edh
10+ 104 T ead
eadh
T‘{ 0,8+ -r-{ 0,8 eah
2 2
o o
2 06+ S 064
<0 ‘ <0
2 2
2 044 2 044
K] £
< = !
0,2 0,2-
010 T T T 1 010 T T T 1
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (hm)

Os espectros DAD dos extratos com etanol puro e as misturas
binarias apresentam o mesmo perfil espectral do modo B do segundo fator e os
extratos de misturas ternarias e quaternarias apresentam um perfil semelhante,
porém com uma absorvancia bem inferior.

A Figura 11 mostra os trés modos para terceiro fator do modelo
PARAFAC, dos quais os loadings do modo A indicam 3 picos com valores positivos,
sendo a de maior peso no tempo de retencao de 3,70 minutos e outras em 2,21 e
4,56 minutos, com valor negativo apenas um pico com baixo peso no tempo de
retencdo de 2,48 minutos. Os loadings do modo B apresentam apenas picos com

valores positivos e maximos em 207 e 273 nm, 0sS quais S8o0 maximos caracteristicos
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da classe de compostos de metilxantinas (cafeina, teobromina, teofilina, etc.). J& nos
loadings do modo C é possivel verificar que os extratos etanol-diclorometano e
etanol-diclorometano-hexano apresentam 0s maiores pesos, e com valores
intermediarios, entre 0,25 e 0,35 estdo localizadas as outros extratos contendo
etanol em sua composicao e o restante dos extratos apresentam valores de loadings
abaixo de 0,25. No fator 3 ndo ha tanta discrepancia com relacdo aos loadings do

modo C como nos fatores 1 e 2.

Figura 11 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar Bourbon.
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Esta combinacéo indica que os extratos em etanol-diclorometano e

etanol-diclorometano-hexano devem apresentar uma maior quantidade do composto
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com tempo de retencdo em 3,70 minutos. Pela Figura 7 é possivel ver que esses
extratos e 0s que contém etanol apresentam um pico diferente daqueles dos outros
extratos no mesmo tempo de retencdo. Para avaliar se 0s compostos eram
diferentes, os espectros DAD originais referentes ao tempo de retencdo de 3,70

minutos foram plotados para todas os extratos, e sdo apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Espectros correspondentes ao tempo de retencédo de 3,70 minutos dos
extratos da cultivar Bourbon.
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Na Figura 12A é possivel ver que o0s extratos em etanol-
diclorometano-hexano ( --- ) e etanol-diclorometano e ( --- ) apresentam uma maior
absorvancia, seguidos dos extratos em etanol-hexano, etanol, diclorometano,

diclorometano-hexano e hexano, e na Figura 12B e 12C pelas misturas extratoras
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contendo acetato de etila, e 0 que se observa € que quando a mistura contém etanol
e acetato de etila (12B) o espectro apresenta um ombro proximo de 245 nm bem
como na Figura 12A.

Para avaliar se os picos indicados pelo modo A do fator 3 nos
tempos de retencao de 2,21 e 4,56 minutos apresentavam o mesmo perfil espectral
do modo B do fator 3, seus espectros DAD foram plotados e apresentados na

Figura 13.

Figura 13 - Espectros correspondentes aos tempos de retencdo de 2,21 e 4,56

minutos dos extratos da cultivar Bourbon.
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A Figura 13 indica que o0s extratos contendo etanol na mistura
extratora também apresentam maior absorvancia para os compostos representados
pelos picos com tempo de retencao de 2,21 e 4,56 minutos, porém o perfil espectral
do composto com tempo de retencdo de 2,21 minutos € mais semelhante ao perfil
espectral dos loadings do modo B do fator 2, que estavam associados ao pico com
tempo de retencdo de 2,48 minutos, indicando que existem dois compostos com
esse perfil e confirmando o que Moreira e Scarminio®® afirmaram quando
observaram dois compostos com esse perfil. Ja o perfil espectral do composto com

tempo de retencéo de 4,56 minutos € bem similar aos loadings do modo B do fator 3.
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A diferenca desses espectros DAD com relacdo aos apresentados na Figura 12 é

gue estes apresentam um ombro no comprimento de onda de 282 nm, o qual &

caracteristico da trigonelina, entretanto o modelo ndo consegue separar esse
composto devido ao seus valores de absorvancia serem muito baixos.

E portanto, para reafirmar que o modelo proposto com trés fatores é

o suficiente para explicar o sistema, aplicou-se um modelo PARAFAC com quatro

fatores e a Figura 14 mostra o primeiro fator, a Figura 15 o segundo, a Figura 16 o

terceiro e a Figura 17 o quarto.

Figura 14 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar
Bourbon.
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Observa-se nas Figuras 14, 15 e 16 que para 0s trés primeiros
fatores do modelo com quatro fatores e os trés fatores do modelo adotado mostrado

nas Figuras 6, 9 e 11 apresentam valores de loadings e perfis idénticos.
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Figura 15 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo

Loadings Fator 2

Figura 16 -

Loadings Fator 3

PARAFAC com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da
cultivar Bourbon.
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Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar
Bourbon.
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Figura 17 - Loadings dos modos A, B e C para o quarto fator do modelo PARAFAC
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar

Bourbon.
Maodo A Modo B
044 2,28 .
0,24
< 3
= e
2 004 2
© (1]
w [V
o 3,28 o
£ -0,24 £
o T
© o
8 S
-0,44
2,55
-0,6 T T T T T T T ) 0,01 T T T ]
10 15 20 25 30 35 40 45 50 200 250 300 350 400
Tempo de retengdo (min) Comprimento de onda (hm)

0,6 Modo C ead oqp

eadh

a d h adahdh adh
T T
2345¢6[lls 9101112131415

0,0

Loadings Fator 4

034¢ eh
Extratos

Quando observa o quarto fator na Figura 17, nota-se que o perfil
proposto no Modo B é muito semelhante ao explicado pelo Modo B do segundo fator
na Figura 15. Quando se analisa conjuntamente os trés modos para segundo e
quarto fator, observa-se que o solvente puro etanol e a mistura binaria etanol-
hexano conseguem extrair maior quantidade do composto com perfil dos modos B e
num tempo de retencdo de 2,48 minutos. As mesmas misturas conseguem extrair
um composto em 2,55 minutos com o mesmo perfil espectral daquele em 2,28
minutos. Os mesmos perfis também sdo obtidos com outras misturas extratoras

como ead, edh, ea, eadh, ed e eah.
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4.2.2 Cultivar IPR101

Como se observa na Tabela 2, os valores de CORCONDIA e
variancia explicada para a cultivar IPR101 sdo aceitaveis e 0 modelo PARAFAC
mostra-se mais eficiente com trés fatores, por isso o tratamento parte dessa
condicdo. Para a cultivar IPR101, assim como para a Bourbon, foi escolhido um
modelo PARAFAC com 3 fatores para os dados tridimensionais de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplado com arranjo de fotodiodos (HPLC-DAD). A Figura

18 mostra os loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator escolhido.

Figura 18 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101.
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Analisando os loadings do primeiro fator, tem-se no modo A apenas
um pico com maior peso e valor positivo no tempo de retencdo de 3,41 minutos e
dois picos com valores negativos nos tempos de retencdo de 2,53 e 4,56 minutos.
No modo B, o perfil espectral apresenta maximos com valores positivos nos
comprimentos de onda de 208 e 228 nm e com valor negativo em 272 nm. Enquanto
gue, no modo C é possivel verificar que os extratos com maiores valores de loadings
apresentam na composi¢cdo da mistura o solvente extrator acetato de etila, em
seguida, com valores intermediarios de loadings tém-se os extratos contendo o
solvente diclorometano e as misturas que apresentaram 0s menores pesos foram
etanol, hexano e etanol-hexano.

A analise conjunta dos loadings do fator 1 indicam que os extratos
contendo acetato de etila em sua composicdo extratora devem apresentar uma
maior quantidade extraida do composto representada pelo pico em 3,41 minutos e o
perfil espectral deste composto pode apresentar maximos nos comprimentos de
onda de 208 e 228 nm aproximadamente. Ja os extratos com menor peso devem
estar associadas aos compostos que apresentaram 0s menores pesos no fator 1,
que correspondem ao tempo de retencao de 2,53 e 4,56 minutos.

A andlise visual dos cromatogramas das 15 extratos da cultivar
IPR101 obtidas no comprimento de onda de 210 nm mostra que 0s extratos
contendo acetato de etila na sua composicao apresentam o pico em 3,41 minutos.
Quando analisa a mistura de solventes extratores que contém etanol e acetato de
etila em sua composic¢ao, nota-se a presenca de um ombro no tempo de retencao de
3,68 minutos sugerindo sobreposicdo dos picos nessa regido. Os cromatogramas

podem ser vistos na Figura 19.
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Figura 19 - Cromatogramas dos extratos da cultivar IPR101 no comprimento de
onda de 210 nm.
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Para confirmar estes resultados, os espectros DAD correspondentes

ao tempo de retencéo de 3,41 minutos foram plotados e sédo apresentados na Figura

20. E possivel verificar que para os extratos que contém acetato de etila como um

dos solventes extratores em sua composicdo, o espectro apresenta o perfil muito

semelhante aos loadings do fator 1 do modo B, enquanto os outros extratos

apresentam um perfil espectral com apenas um maximo em torno de 208 nm.
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Figura 20 - Espectros correspondentes ao tempo de retencédo de 3,41 minutos dos
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Para o segundo fator, Figura 21, os loadings do modo A apresentam

apenas um pico com maior peso de valor positivo no tempo de retencdo de 2,45

minutos, enquanto que os loadings do modo B apresentam uma série de

comprimentos de onda maximos, todos com valores positivos em 203, 218, 243, 297

e 326 nm, e novamente, assim como na cultivar Bourbon,

sdo maximos

caracteristicos da classe de compostos de acidos clorogénicos. Fica evidente que a

analise dos loadings do modo C demonstram que 0s extratos contendo o solvente

extrator etanol na composicdo da mistura sdo separados do restante, as quais

apresentam pesos bem préximos de zero. Os extratos com etanol puro e misturas
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binarias contendo etanol apresentaram maior peso do que 0s extratos preparados

com misturas ternarias e quaternarias.

Figura 21 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101.
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Analisando conjuntamente o fator 2, nota-se que 0s extratos
contendo etanol apresentam o pico em aproximadamente 2,45 minutos, o que pode
ser confirmado pelos cromatogramas apresentados na Figura 19, nos quais também
€ possivel verificar um certo deslocamento desse pico. Para confirmar os
comprimentos de onda maximos indicados pelo modo B o0s espectros DAD
referentes ao composto ou mistura de compostos com tempo de retencao de 2,45

minutos foram plotados e s&o apresentados na Figura 22.
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Os espectros DAD dos extratos com etanol puro e as misturas

binarias etanol-acetato de etila e etanol-hexano apresentam o mesmo perfil
espectral do modo B do fator 2 e o extrato de mistura binaria etanol-diclorometano,
os de misturas ternarias e quaternarias apresentam um perfil semelhante, porém

com uma absorvancia bem inferior.

Figura 22 - Espectro correspondente ao tempo de retencdo de 2,45 minutos dos
extratos da cultivar IPR101.
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Analisando agora o terceiro fator na Figura 23, no modo A apenas 3
picos sao indicados com valores positivos, sendo a de maior peso no tempo de
retencdo de 3,70 minutos e outras em 2,16 e 4,56 minutos, e com valor negativo
apenas um pico com baixo peso no tempo de retencao de 2,56 minutos. Os loadings
do modo B, igualmente a cultivar Bourbon, apresentam apenas picos com valores
positivos e maximos em 207 e 273 nm, 0s quais S80 maximos caracteristicos da
classe de compostos de metilxantinas (cafeina, teobromina, teofilina, etc.). Ja nos
loadings do modo C é possivel verificar que o extrato etanol-acetato de etila-
diclorometano-hexano apresenta o0 maior peso, e com valores intermediarios, entre
0,25 e 0,35 estdo localizados os extratos em diclorometano, etanol-hexano, etanol-

acetato de etila-hexano, etanol-acetato de etila-diclorometano e etanol, e o restante
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dos extratos (dh, adh, ed, edh, ad, a, ah e h) apresentam valores de loadings abaixo
de 0,25. No fator 3 ndo ha tanta discrepancia com relagdo aos loadings do modo C

como nos fatores 1 e 2.

Figura 23 - Loadings dos modos A, B e C para o terceiro fator do modelo PARAFAC
para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar IPR101.

16 Modo A 370 20 Modo B
™~ A 7 207
1,2 1,5
m o
5 5 273
5 0,8 S 1,0
w 17
Bo [-1:]
c £
2 04 B
(=] L o 0,54
- 4,56 =
2,16 736
001 56 0,0+
10 15 20 25 30 35 40 45 50 200 250 300 350 400
Tempo de retengdo (min) Comprimento de onda (nm)
Modo C
05 eadh
0,4
on
503
8
&
v
202
£
©
S

0,1

0,0

12 3 45 6 7 8 9101112131415

Extratos

Esta combinacdo indica que o extrato etanol-acetato de etila-
diclorometano-hexano deve apresentar uma maior quantidade do composto com
tempo de retencdo em 3,70 minutos. Pela Figura 19 é possivel ver que esse extrato
e 0s que contém etanol e acetato de etila em sua composicéo extratora apresentam
um pico sobreposto em 3,70 minutos em relagdo aos dos outros extratos no mesmo

tempo de retencéo. Para avaliar se os compostos séo diferentes, os espectros DAD
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referentes ao tempo de retencao de 3,70 e 4,56 minutos foram plotados para todos

0S extratos, e sao apresentados na Figura 24.

Figura 24 - Espectro correspondente ao tempo de retencdo de 3,70 e 4,56 minutos
dos extratos da cultivar IPR101.
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Nota-se que, ao analisar o perfil espectrofotométrico dos extratos em
3,70 minutos, como mostrado na Figura 24, confirma-se a analise conjunta dos trés
modos do terceiro fator que a maior concentracdo do composto extraido é dada pela
mistura quaternaria que aparece como um pico sobreposto em B na Figura 19 nas
misturas de solventes extratores contendo etanol e acetato de etila. E que em 4,56
minutos encontra-se outro composto, entretanto diferentemente da encontrada no
modo B do terceiro fator da Figura 23, esse espectro apresenta um ombro no
comprimento de onda de 282 nm, o qual é caracteristico da trigonelina, e novamente
0 modelo ndo consegue separar esse composto devido ao seus valores de
absorvancia serem muito baixos, assim como na cultivar Bourbon apresentada na
Figura 13 no tempo de retengao de 4,56 minutos.

A Figura 25 mostra os espectros DAD obtidos dos extratos
preparados em etanol e suas misturas no tempo de retencdo 2,16 minutos. Observa-

se um perfil espectral igual do composto descrito na Figura 22 e no modo B do
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segundo fator, Figura 21. Como os tempos de retencdo para o mesmo perfil sdo

diferentes podemos inferir que existem dois compostos com o mesmo perfil, sendo

um mais predominante no tempo de retencdo de 2,45 minutos do que 0 outro em

2,16 minutos.

Figura 25 - Espectro correspondente ao tempo de retencdo de 2,16 minutos dos
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extratos contendo etanol na mistura extratora da cultivar IPR101.
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Novamente, para a cultivar IPR101, para ratificar que o modelo

proposto com trés fatores € o suficiente para explicar o sistema, aplicou-se um

modelo

PARAFAC com quatro fatores e a
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Figura 26 mostra 0 primeiro fator, a
Figura 27 o segundo, a Figura 28 o terceiro e a Figura 29 o quarto, e a analise
conjunta possibilita inferir que o modelo traz informacdo quimica e separa

compostos de uma classe para os extratos da cultivar IPR101.
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Figura 26 - Loadings dos modos A, B e C para o primeiro fator do modelo PARAFAC
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar
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Figura 27 - Loadings dos modos A, B e C para o segundo fator do modelo

PARAFAC com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da
cultivar IPR101.
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Figura 28

Loadings Fator 3

Figura 29 -

Loadings Fator 4
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com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar
IPR101.
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Loadings dos modos A, B e C para o quarto fator do modelo PARAFAC
com 4 fatores para os dados de HPLC-DAD dos extratos da cultivar
IPR101.
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Quando observa o quarto fator na Figura 29, nota-se que o perfil

proposto no Modo B € muito semelhante ao explicado pelo Modo B do terceiro fator
na Figura 28. Quando analisa conjuntamente os trés modos para terceiro e quarto
fator, observa-se que o solvente puro e as misturas contendo etanol conseguem
extrair maior quantidade do composto com perfil dos modos B e num tempo de
retencdo de 2,35 e 2,53 minutos, concordando com os resultados obtidos por

Moreira e Scarminio*°.



58

CONCLUSAO

Pode-se concluir que, para ambas as cultivares o melhor modelo
PARAFAC apresentou 3 fatores, porque apresentaram valores aceitaveis de
consisténcia e de variancia explicada. Entretanto, quando utilizado um modelo
PARAFAC com 4 fatores, observou-se que quimicamente o modelo mostra a
existéncia de mais de um composto apesar de ndo ser recomendado
matematicamente por seus valores de consisténcia serem menores que 20%. No
caso da cultivar Bourbon, o segundo e o quarto fator conseguem separar dois perfis
de &cidos clorogénicos em trés tempos de retencédo (2,28, 2,48 e 2,55 minutos) e
para a IPR101, o terceiro e o quarto fator explicam dois perfis de acidos clorogénicos
em dois tempos de retencéo (2,35 e 2,53 minutos).

Em ambos os casos o fator 1 do modelo PARAFAC conseguiu
discriminar os extratos com relagdo aos obtidos em acetato de etila, cujo perfil
espectrofotométrico ainda néo foi identificado, o fator 2 indicou que os extratos em
etanol puro e as misturas binarias contendo etanol foram mais eficientes na extracao
dos A&cidos clorogénicos’ e o fator 3 permitiu identificar o perfil espectral da
metilxantina?®?>43 presente em todos os extratos, sendo a maior concentracdo nas
misturas etanol-diclorometano-hexano e etanol-acetato de etila-diclorometano-
hexano para as cultivares Bourbon e IPR101, respectivamente, e prever a maior
concentracdo de trigonelina*?>4> na mistura etanol-diclorometano para a Bourbon e

nos solventes extratores etanol e etanol-hexano para a IPR101.
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CAPITULO I

ANALISE EXPLORATORIA DA ENZIMA CAFEINA DEMETILASE EM Coffea
arabica

Destaques

= A microflora das cultivares de
C. arabica foi isolada em
trés meios de cultivo:
DYG’'S, YEPD e PDA.

» A purificacdo das cepas
ocorreu durante dois meses.

) . L » Para analisar a capacidade de
Células replicadas de espécie

caracteristica de fungo isoladas e degradacdo da cafeina, a

purificadas de grdos crus de C. microflora foi  transferida
arabica. para meio liquido.

» A incubacdo ocorreu durante
72 horas.

A andlise por técnica
espectrofotométrica na
regido do UV-vis, permitiu
identificar a cafeina,
entretanto ndo foi possivel
quantificar sua degradacéao.

= A cultivar desenvolvida para
combater a ferrugem da
folha do cafeeiro mostrou-se
menos suscetivel ao
crescimento de  fungos
filamentosos, bactérias e
leveduras.
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1 INTRODUCAO

Com o crescer do consumo do café no Brasil, cada vez mais a
populacdo exige qualidade nos produtos provenientes da matéria-prima dessa
bebida que se tornou tdo popular no territorio nacional. Segundo a ABIC (Associagao
Brasileira da Industria de Café), o Brasil € o maior produtor, sendo responsavel por
30% do mercado internacional e o segundo mercado consumidor de café. Os
principais centros produtores de café no Brasil sdo Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito
Santo e Parana. A producdo da cultivar mais consumida, o Coffea arabica, se
concentra em Sao Paulo, Minas Gerais, Parana, Bahia e parte do Espirito Santo,
enquanto a cultivar C. robusta € plantada principalmente no Espirito Santo e
Rondonia.

A espécie C. arabica foi descrita por Linnaeus em 1753, da qual
existem atualmente duas mais conhecidas variedades, a Typica e a Bourbon. A
espécie arabica média € um arbusto grande com folhas ovais verde-escuras e é
cultivado em toda a América Latina, na Africa Central e Oriental, na india e na
Indonésial. Considerada uma espécie muito suscetivel a ataques de pragas,
doencas e a presenca de um alto teor de umidade, a resisténcia do C. arabica é um
dos principais objetivos dos programas de melhoramento de plantas, uma vez que,
controlando esses parametros pode-se mitigar o0 desenvolvimento de
microrganismos e a mudanca de cor, ou seja, pode-se manter a qualidade do
produto?.

A variedade Bourbon é considerada uma das melhores para se
produzir bebidas gourmet, pois suas caracteristicas sao Unicas, tais como seu aroma

intenso, suavidade, textura achocolatada e sabor adocicado, no entanto, € de suma
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importancia que seu ambiente de cultivo e os procedimentos de secagem sejam
rigorosos para que as caracteristicas sejam preservadas. Dados importantes
referentes a estereotipagem das plantas da variedade mostram que sdo de até 3
metros de altura, produzem frutos menores, sua produtividade € menor e é muito
suscetivel a pragas e doencas?®.

A grande suscetibilidade dos grdos as doencas e pragas faz com
gue os processos das fases de colheita sejam de extrema importancia para
manutencdo da qualidade do produto final. Parizzi* descreve que diversos autores
encontraram problemas de contaminacédo por fungos presentes naturalmente no solo
durante essas fases desde pré-colheita ao armazenamento do café. Outro grande
desafio do cultivo de café no Brasil sdo as oscilacdes e as periddicas frustracdes do
rendimento de grdos, uma vez que existem relacdes entre os parametros climaticos
e da producdo agricola complexas. Os fatores ambientais também interferem no
crescimento e desenvolvimento das plantas durante as fases fenoldgicas da cultura
de café>”.

Com a finalidade de emitir seu selo de qualidade e mitigar as
adversidades na fabricagao do produto comercializado, a ABIC estipula valores para
os parametros de qualidade e de acordo com a “Norma de Qualidade Recomendavel
e Boas Praticas de Fabricacdo de Cafés Torrados em Grédo e Cafés Torrados e
Moidos™?°, um dos parametros que conferem caracteristicas aos diversos tipos de
bebidas a base de café € a cafeina, um alcaloide purinico que ocorre naturalmente
em mais de 60 espécies de plantas!®. Utilizada comumente para producédo de
bebidas energéticas!!, e utiliza de mecanismo bioquimico semelhante aos das

drogas que estimulam o cérebro, como anfetaminas, cocaina e heroina®?.
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A cafeina presente nos diversos tipos de café (C. arabica, robusta,
etc.) varia também de acordo com as variedades da planta de café, dentre as quais
estdo Bourbon, Catuai, Acaia e Mundo Novo. Como se sabe a cafeina pertence a
classe das xantinas'''® e a commodity pura é obtida a partir do processo de
descafeinacdo como um subproduto do café e também extraida da folha de cha-
preto (Camellia sp.), da erva-mate (llex paraguariensis) e do guarana (Paullinia
cupana). Ainda existem dois metabdlitos muito semelhantes a estrutura da cafeina,
entretanto possuem diferentes efeitos fisioldgicos, a teofilina (dilatador brénquico e
para tratar de apneia) e a teobromina (possui propriedades diuréticas)*,

A presenca da cafeina em diversas plantas faz com que muitos
microrganismos nao sejam capazes de crescer e se reproduzir nesse meio,
entretanto existem algumas cepas na literatura que séo, e além disso, conseguem
consumir esse alcaloide como fonte de carbono e de nitrogénio, dando inicio a via
de degradacéo da cafeinal®24,

Nota-se a relevancia de todo procedimento do cultivo do café, uma
vez que o processo envolvido afeta a qualidade da bebida se nao for seguido com
rigor e qualidade, por esses motivos o0 objetivo dessa segunda parte do trabalho foi
isolar a microflora dos graos de duas cultivares diferentes de C. arabica, a cultivar
Bourbon tradicional e a cultivar resistente a ferrugem, selecionar por técnica de
screening em meio de cultivo solido e liqguido os microrganismos capazes de

modificar a molécula de cafeina.
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2 MICROFLORA DO C. arabica

2.1 TECNICAS DE ISOLAMENTO E PURIFICACAO

As técnicas de isolamento e purificacdo de cepas envolvem a
adaptacdo das mesmas em meios de cultivo que contenham o0s nutrientes
necessarios para que cresgcam e se reproduzam, o conhecimento do que o
microrganismo pode consumir e verificar se 0 microrganismo € capaz de degradar
alguma molécula presente no meio?%:22,

Os meios de cultivo mais comumente utilizados para isolamento de
fungos filamentosos, leveduras e bactérias sdo, respectivamente, PDA (Batata
Dextrose Agar), YEPD (Extrato de Levedura Peptona-Glucose) e DYG’S, mas outros
meios como 0s que contenham apenas sais também sdo de grande utilidade para
essa finalidade. Alguns meios sao especificos para determinados estudos, como por
exemplo Roussos et al.'® utilizou trés meios diferentes para isolamento e purificacéo
das cepas de fungos filamentosos e um quarto meio foi usado para a selecao rapida
de cepas puras de microrganismos capazes de degradar a cafeina.

Essenciais as técnicas de isolamento e purificacdo, algumas etapas
SA0 necessarias para que se possa realizar o isolamento e a purificacdo das cepas.
A Figura 30 ilustra os procedimentos de isolamento, purificacdo e estoque das
cepas. A técnica de semeadura e estrias multiplas em placas de Petri consistem em
semear e espalhar superficialmente o material com o auxilio de uma alca
bacteriologica e em fluxo laminar continuo, fazendo estrias sucessivas. O

procedimento é feito até que ocorra o esgotamento do material biolégico para conter
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poucos microrganismos, uma vez que cada colénia formada na superficie é

originada de um ou alguns poucos microrganismos.

Figura 30 - llustracdo dos procedimentos de (A) isolamento, (B) estrias multiplas e
purificacédo e (C) estoque.
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Apoés a criacdo do estoque das cepas isoladas e purificadas, para
avaliar alguma caracteristica dos microrganismos faz-se necessario que 0s mesmos
crescam em um meio liquido para que posteriormente realize-se a centrifugacao e,
por exemplo, as amostras possam ser analisadas por técnicas

espectrofotométricas®* ou cromatograficas?°, Figura 31.
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Figura 31 - llustracdo dos procedimentos de pré analise de amostras bioldgicas para
deteccdo, separacdo e quantificacdo de metabdlitos contendo meio de

cultivo.
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2.2 SELECAO DE CEPAS CAPAZES DE DEGRADAR A CAFEINA

Embora a busca de um microrganismo capaz de degradar a cafeina
tenha comecado h&a quase 35 anos, estudos realizados ainda ndo sao concretos. No
entanto existem propostas para mecanismos de degradacdo por bactérias
(Pseudomonas)*?! e fungos (Aspergillus®?? e Penicillium'®) por duas vias, a de

demetilacéo por fungos, Figura 32, e a oxidativa.
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Figura 32 - Proposta de via de N-demetilacdo para a degradacao da cafeina por P.
putida CBB5%.

Teobromina
e
N N 0
CH, / ! \ H H H
N fll 0 e © /N N\fo N N0 : N\(o
o0y ST — 00 — <K
/N “CH, H3C/ I ” | H
H3C fo) H 0 . 0
Cafeina \ </N ‘N\l%o/ 7-metilxantina Xantina Acido urico
N N\CHS
HaC o

Paraxantina

A confirmacéo da capacidade de degradacao da cafeina pode inferir
gue existe a possibilidade de ocorrer um desequilibrio da microflora natural do café,
seja pela mé& estocagem ou negligéncia com os locais de armazenamento, e
consequentemente afetar a qualidade do grdo. Segundo Ashiharal® o Coffea
eugenioides possui alto nivel da enzima cafeina demetilase, podendo assim
converter a cafeina endogena eficientemente a teofilina, o que faz com que a
cafeina comece a ser degradada. Além da enzima ser inerente ao fruto do café,
também pode ser produzida por microrganismos capazes de degradar a cafeina, e
além de alterar a qualidade dos gréos, o flavour da bebida também ¢é afetado.

Por outro lado, a degradacdo da cafeina por vias microbianas e
enzimaticas tem sido uma opc¢ao vantajosa na substituicdo de técnicas genéticas no
desenvolvimento de plantas sem cafeina. Apesar das enzimas envolvidas na
degradacdo da cafeina serem conhecidas, as mesmas néo apresentam relatos
concretos a respeito de seu mecanismo de atuacdo. A principal enzima envolvida
nesse processo € denominada especificamente pela sua funcao, cafeina demetilase,
a qual ndo é considerada estavel e por isso a demanda por uma investigacao tem se

tornado atrativa e viavel®®.
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3 EXPERIMENTAL

Foram analisados gréos crus de diferentes cultivares de C. arabica
cedidas pelo Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), a cultivar Bourbon vermelho e
uma cultivar desenvolvida pelo préprio IAPAR, denominada IPR101. Na cultivar
Bourbon n&o h& cruzamento com outras cultivares e foi usada como referéncia. A
cultivar IPR101 originou-se do cruzamento da cultivar Catuai x Sarchimor, com
genes SH2 e SH3 que sao resistentes a ferrugem.

Para isolar a microflora natural das cultivares de C. arabica utilizou-
se a metodologia adaptada de Roussos et al.'. Em placas de Petri descartaveis
foram adicionados 0,2 g do grao da cultivar e adicionando o meio seletivo (Tabela 3)
para fungos filamentosos, leveduras e bactérias (PDA, YEPD e DYG'’S), totalizando
12 placas. O tempo de incubacdo foi de 120 horas a 28 ° C para que 0S
microrganismos se adaptassem ao meio e pudessem crescer, tanto no isolamento

guanto nos repiques e purificagdo por estriamento, semeadura e esgotamento.

Tabela 3 - Composicdo dos meios de cultivo utilizados para isolamentos da

microflora.
_ _ PDA YEPD DYG’S
Meio de cultivo
gL?

Extrato de levedura - 10,0 2,0
KH2PO4 - - 0,5
Glicose - 20,0 2,0
Peptona - 20,0 15
MgS0O4.7H20 - - 0,5

Batata Dextrose Agar 39,0 - -
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A Figura 33 mostra 0 esquema referente a metodologia utilizada

para realizacdo do isolamento dos microrganismos e ap0s a purificacdo as cepas
replicadas foram armazenadas em tubos de ensaio com a finalidade de criar um

estoque para 0s proximos testes.

INiCIO

0,2 G DA AMOSTRA DE COFFEA
ARABICA

l

PARA CADA MEIO DE CULTIVO FORAM
REALIZADOS QUATRO
PLAQUEAMENTOS
' '
PDA* DYG'S YEPD*
\ 4
4 PLACAS — 4 PLACAS — 4 PLACAS —
MICROFLORA 1 MICROFLORA 2 MICROFLORA 3

!

» MICROFLORA TOTAL [«

* AMOXICILINA + CLAVULANATO DE
POTASSIO Fim

Figura 33 - Esquema de plagueamento para isolamento de microflora natural dos
graos de café.

Com a finalidade de buscar microrganismos que crescam em meio

contendo cafeina, realizou-se a selecdo em duas etapas. Na primeira, as culturas

puras isoladas foram inoculadas em meio contendo cafeina de composicao
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mostrada na Tabela 4, e as culturas que se desenvolveram nesse meio sélido foram
submetidas a um teste de screening em meio liquido. O tempo de incubacéo foi de
72 horas a 28 ° C para 0 meio solido e as mesmas condicfes sob aeracdo a 180 rpm

para o meio liquido.

Tabela 4 - Composicdo do meio utilizado para isolamento e selecdo das cepas.

Componentes Meio (g L)

KH2POa4 1,30
NazHPOa4 0,12
MgS0O4.7H20 0,30
CaCl2.2H20 0,30
Glicose 5,00
Cafeina 1,20
Agar 15,00

Na segunda etapa, as culturas foram inoculadas com 200 uL de
suspensao de esporos da parte dois da primeira etapa em 10 mL de meio contendo
cafeina (sem &gar) em balbes cbnicos (250 mL) e incubou-se sob condicbes de
aeracdo a 180 rpm, a uma temperatura de 28 ° C durante 72 horas.

No final do periodo de incubacao, apenas um dos frascos inoculados
foi selecionado e juntamente ao frasco controle (auséncia de indculo), foram
submetidos a centrifugacédo a 15000 rpm. Do sobrenadante do meio foram retirados
3 mL e realizou-se uma extracdo liquido-liquido da cafeina seguida de diluicdo do
meio em 125 mL de diclorometano (CH2Cl2) para que n&o houvesse interferentes na

analise espectrofotométrica na regido do UV-vis.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 34A mostra a colbnia isolada em meio de cultivo PDA da
cultivar Bourbon, ja a Figura 34B mostra o repique realizado por estriamento da
colonia isolada e na Figura 34C a purificagdo da colbnia por semeadura e

esgotamento.

Figura 34 - Processo de (A) isolamento, (B) repique e (C) purificacdo das cepas da
cultivar Bourbon em meio PDA para fungos filamentosos.

A Figura 35 mostra o estoque criado para armazenar as cepas
purificadas, com a finalidade de poder estuda-las em testes futuros. Na linha
superior (A) estdo apresentadas as cepas de fungos filamentosos purificadas e na

inferior (B) as de leveduras.
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Figura 35 - Estoque das cepas purificadas em meios PDA (A) e YEPD (B).

“ "J i : : = .

Como mostra a Figura 36, algumas das bactérias isoladas no meio
DYG’S cresceram mais em meio contendo cafeina e os indculos foram dispostos em

ordem crescente 13 > 15 > 9 > 8, e por esse motivo o de numero 8 foi selecionado e
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submetido aos proximos passos para quantificar a degradacdo da cafeina por

técnicas espectrofotométricas na regido do UV-vis.

Figura 36 - Procedimentos de selecdo de microrganismo capaz de degradar a cafeina

Dentre os espectros obtidos, o que mostrou maior diferenca entre o
controle (vermelho) e apds o indculo (preto) no comprimento de onda caracteristico

da cafeina é apresentado na Figura 37.
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Figura 37 - Espectro da cafeina comparando o controle e o inoculado.

A =1,8966

2 0 _ 274, controle

1.5 -
A ,=1,7585

1.0 +

0.5

Absorvancia (u.a.)

0.0
225 250 275 300 325 350

Comprimento de onda (nm)

Nota-se que a absorvancia do inoculado é mais baixa que o controle,
a qual poderia indicar uma possivel degradacdo da cafeina, entretanto ndo é
possivel afirmar devido a sobreposicdo espectral das metilxantinas.

Para fins de comparacdo entre as duas cultivares, foi realizado o
screening nos meios de cultivo PDA, YEPD e DYG'S e, como mostra a Figura 38, na
cultivar Bourbon o0s microrganismos se desenvolveram e na IPR101 os
microrganismos nao foram capazes de crescer. Isso indica qualitativamente que as
técnicas de melhoramento vegetal aplicadas no desenvolvimento da cultivar IPR101

podem inibir o crescimento da microflora natural de cultivares de C. arabica.
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Figura 38 - Screening em meios de cultivo especificos para fungos filamentosos,
leveduras e bactérias para as cultivares Bourbon e IPR101.

/

IPR:
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CONCLUSAO

Baseado em estudos!’?4, a microflora natural do C. arabica foi
isolada e purificada e esperava-se que algum dos microrganismos isolados fosse
capaz de degradar a molécula de cafeina. Entretanto, o que se observou foram
condicbes que nao favoreceram a degradacao pelo consumo microbiano nem pela
enzima cafeina demetilase.

Quando as cultivares Bourbon e IPR101 foram comparadas
observou-se que, de fato, a cultivar melhorada foi mais resistente ao
desenvolvimento de microrganismos de sua microflora natural, uma vez que, os

genes SH2 e SH3 para resisténcia a ferrugem estdo presentes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na primeira parte do estudo observou-se que o melhor modelo foi
obtido com trés fatores, apesar do modelo com quatro fatores mostrar-se muito
atrativo quando se objetiva a separagdo quimica. O modelo com quatro fatores
explica informacdes extras quando comparado com PCA e HA%4l o que torna o
PARAFAC um método de facil aplicacdo e interpretacdo para matrizes de ordem
superior.

Quando se discute a parte microbiolégica do trabalho, observa-se
que a grande dificuldade de lidar com esses tipos sistemas sdo as condi¢cdes a
serem pré-estabelecidas e o comportamento diario do microrganismo. Observou-se
que as cultivares comparadas apresentaram comportamentos diferentes quando
submetidas as mesmas condi¢des para crescimento microbiano, comprovando que

o melhoramento vegetal € uma variavel importante no estudo microbioldgico.



