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Delaroza, Fernanda. Estudo dos metabolitos nas diferentes condicoes de luz e plantios de
folhas e graos do Coffea arabica L. 2015. 107 f. Tese (Doutorado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

Graos e folhas do Coffea arabica L. foram avaliados quanto as diferentes formas de plantio
envolvendo conceitos de densidades e arranjos. Duas alturas (exposi¢do a luz solar e
autossombreamento) no estrato da planta também foram avaliadas. As extracdes dos materiais
vegetais foram realizadas seguindo planejamento do tipo centroide-simplex envolvendo
quatro solventes: etanol, acetona, diclorometano e hexano. As impressdes digitais foram
obtidas por técnicas espectrofotométricas (FT-IR, UV-Vis) e cromatograficas (CLAE-DAD).
M¢étodos quimiométricos, ACP e modelagem de misturas foram utilizados para andlise
exploratéria dos extratos. Para interpretacdo dos dados também foram usados teste de Tukey e
LSD Fisher. Com a aplicacao desses métodos nos dados obtidos foi possivel verificar que a
condi¢do de extracdo determinard o grupo de metabolitos extraidos, tais como ligninas,
carboidratos, polissacarideos e cafeina. Foram encontrados para folhas expostas ao sol cerca
do dobro do teor de cafeina, teobromina e acido clorogénico dos encontrados nas folhas
autossombreadas, indicando que as condi¢des expostas ao sol sdo mais estressantes do que
autossombreadas. As concentragdes lipidicas em Coffea arabica de folhas autossombreadas
sao cerca do dobro aqueles expostos a luz solar direta, o que indica o papel protetor lipidico
eficiente dos produtos do metabolismo secundério na sombra. Este estudo mostrou também
que existe correlacdo entre cafeina e acido clorogénico para as formas de plantio (10.000
versus 6.000 plantas.ha™) estudadas. Os teores de cinzas ndo foram significativos em relagio
a densidade de plantas, porém foram significativos aos arranjos de plantios. Arranjos
retangulares apresentaram maiores teores de cinzas que os arranjos quadrados em folhas e
graos.

Palavras-chave: Planejamento centroide-simplex. Densidade de plantio. Arranjo de plantio.
Analise de componentes principais. Metaboloma.



Delaroza, Fernanda. Study of metabolites in different conditions of light and plant
patterns of leaves and grains of Coffea arabica L. 2015. 107 p. Tese (Doutorado em
Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Grains and leaves of Coffea arabica L. were evaluated for the different ways plant patterns,
involving concepts plant densities and arrangements. Two heights (exposure to sunny and
self-shadowed) in the plant stratum were also assessed. The extraction of plant materials were
done according simplex centroid design of the type involving four solvents: ethanol, acetone,
dichloromethane and hexane. Fingerprints were obtained by spectrophotometric techniques
(FT-IR, UV-Vis) and chromatographic (HPLC-DAD). Chemometric methods, ACP and
modeling mixtures were used for exploratory analysis of the extracts. For data interpretation
were also used Tukey and Fisher's LSD test. With the application of these methods on the
data obtained it was possible to verify that the extraction condition will determine the group
of extracted metabolites such as lignins, carbohydrates, polysaccharides and cafeina. Were
found to exposure to sunny leaves about twice the caffeine, theobromine and chlorogenic acid
content found in the self-shadowed leaves, indicating that the sun-exposed conditions are
more stressful than self -shadowed. Lipid concentrations in Coffea arabica self -shadowed
leaves are about twice those exposed to direct sunlight, which indicates the efficient lipid
protective role of secondary metabolic products in the shade.This study also showed a
correlation between caffeine and chlorogenic acid to the plant patterns (10,000 versus 6,000
plants.ha™') studied. The ash content was not significant in relation to plant density, but were
significant to plant patterns. Rectangular plant patterns had higher ash content than the square
plant patterns in leaves and grains.

Keywords: Simplex-centroid design. Plant density. Plant patterns. Chemometric methods.
Metabolome.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVO




INTRODUCAO

No ano de 2014, o Brasil foi o maior produtor e exportador mundial de café,
correspondendo a 32,16 % da produ¢ao mundial, onde cerca 70 % dessa produgdo foi de
Coffea arabica (C. arabica). Os estados brasileiros que se destacam no plantio de café
sdo Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondonia e Parand (MORGANO;
PAULUCI; MANTOVANI; MORY, 2002; ABIC, 2015).

A qualidade do café produzido no Parand ¢é considerada baixa quando
comparada com outras regides do Brasil, (ANDROCIOLI FILHO, 2002) do mesmo
modo que no mercado internacional o produto brasileiro ndo ¢ o mais conceituado
(MARTINS; ANDROCIOLI FILHO, 2002). Por isso, institutos de pesquisa e
produtores vém investindo em pesquisas para melhorar a qualidade e aumentar a
valorizag@o do produto no mercado externo.

O Brasil ¢ um pais de grande diversidade climatica e topografica devido ao seu
territorio extenso (8,5 milhdes de km?), possui seis tipos de climas, classificados como
subtropical, semiarido, equatorial umido, equatorial semitimido, tropical de altitude e
tropical. As diferencas climdticas se destacam até mesmo num unico estado, como
exemplo o Parana, que possui diversos microclimas associados com variacdes de
latitude e altitude. Segundo o sistema de classificacdo climatica de K&ppen, o Parana se
divide em dois tipos climaticos; subtropical (norte, centro, oeste e sudoeste) com verdes
quentes, geadas pouco frequentes e tendéncia de concentracdo das chuvas nos meses de
verdo e em clima temperado (sul) com verdes frescos, temperatura média no més mais
quente abaixo de 22°C e ambos sem estacdo de seca definida. Diante destes fatores,
muitas pesquisas buscam a melhor adaptacdo da espécie de café a regido de cultivo,
para que a forma de plantio seja adequada as condigdes climdticas e topograficas.

Geneticistas vém estudando o emprego de novas arquiteturas de planta, como por
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exemplo, desenvolvimento de plantas de menores portes que favorecem plantios
adensados (RITTA NETTO, 2010; ROSS, 2005). O sabor e o aroma da bebida café¢ sao
resultantes de varios constituintes quimicos, entre eles os acidos, aldeidos, cetonas,
acucares, proteinas, aminoacidos, acidos graxos e compostos fenolicos (SARRAZIN;
LE QUERE; GRETSCHR; LIARDON, 2000; AVELINO et al., 2005). As condi¢des de
plantio (clima, posicdo geografica, disposi¢do de plantio) estdo associadas aos
metabolitos primarios e secundarios no café, consequentemente estdo correlacionadas a
qualidade do produto (AVELINO et al. 2005; LARA-ESTRADA; VAAST, 2007,
GEROMEL et al., 2008).

As respostas endafoclimaticas do plantio associado aos seus metabolomas
necessitam de uma extracdo de material vegetal eficiente, sendo muitos metabdlitos
permanecerdo nas matrizes das plantas. Para este tipo de perfil complexo, combinar
técnicas analiticas com métodos quimiométricos ¢ uma forma de extrair informagdes
significativas da composi¢do multicomponente de metabodlitos, (SCARMINIO;
BRUNS, 1989) com a vantagem de que eles sdo capazes de apontar pequenas diferencas
entre os sinais analiticos (LONNI, 2002).

Na literatura ha diversos trabalhos que estudam o café ardbica quanto ao seu
metaboloma e formas de plantios; porém com objetivos diferentes deste trabalho. Os
estudos mais frequentes nesta area sdo em avaliar as alteragdes morfologicas do cafeeiro
ou entdo alguns pardmetros fisico-quimicos. Outra linha de pesquisa muito ampla ¢é
estudar apenas um conjunto de metabolitos na associagdo da qualidade da bebida, sem
relacionar as condi¢des plantio.

Este trabalho tem como objetivo avaliar por métodos quimiométricos as
diferencas existentes nas composi¢des de folhas e de graos do C. arabica L., buscando
rastrear o maior niumero de metabolitos e associa-los nas diferentes condi¢cdes de

plantios.
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Para este estudo metabolomico foram realizadas duas colheitas de folhas em dois
anos consecutivos associadas a determinadas condi¢cdes de plantios e também foram
comparados metabolomas de graos e folhas de mesmo ano em densidades de plantios
diferenciados.

Os objetivos especificos serdo melhores abordados nos Capitulos III, IV ¢ V
apresentados na formas de artigos.

O Capitulo III apresenta um manuscrito de titulo: “Otimiza¢do da extragdo
metabolémica de folhas de Coffea arabica por planejamento de mistura e fatorial 2°”.
O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de extracdo controlando parametros de
remaceracgio, temperatura e agitagdo usando um planejamento fatorial 2°, em quinze
diferentes misturas, obtidas por um planejamento estatistico de misturas de quatro
componentes.

No Capitulo IV ¢ apresentado a versdo em portugués do artigo publicado em
2014 no Journal of the Brazilian Chemical Society, vol. 25, n° 11, com titulo original
“Spectroscopic and Chromatographic Fingerprint Analysis of Composition Variations
in Coffea arabica Leaves Subject to Different Light Conditions and Plant
Phenophases”. Neste trabalho o objetivo foi avaliar as diferencas metabolomicas em
folhas do C. arabica sob diferentes formas de plantio e com estes resultados inferir as
condi¢des de melhor plantio.

No Capitulo V o artigo em discussdo ¢ intitulado como “Factorial design effects
of plant density, pattern and light availability on the main chemical constituents of
Coffea arabica beans and leaves”. Este trabalho tem como objetivo avaliar metabolitos
de folhas e grdos coletados em mesmo ano, avaliando parametros fisicos-quimicos e

metabolomicos em diferentes formas de plantios.
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M CAPITULO II

Revisao Bibliografica




2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Coffea arabica L.

O género Coffea abrange 41 espécies pertencentes ao continente africano e 62
encontradas em Mandagascar, ilhas Mascarenhas e Grande Comore (ANTHONY;
DINIZ; COMBES; LASHERMES, 2010). As espécies mais utilizadas comercialmente
sdo C. liberica H., C. congensis F., C. canefora P. e C. arabica L., (GRANER;
JUNIOR, 1967). O C. arabica L. pertence a familia Rubiaceae, subfamilia Ixoroideae,
tribo Coffeae e género Coffea, nativa de florestas da Etiopia, Kenya e Sudan
(CAMARGQO, 2010). Todas as variedades de arabicas podem produzir cafés especiais
(tipo gourmet), desde que, colhidas, processadas e armazenadas adequadamente
(FAZUOLI et al., 2007). A composi¢do quimica dos frutos de café procedente de
mesma espécie sera diferente em consequéncia das condi¢des ambientais, manejos de
pré e pos-colheita ndo controladas e mutacdes génicas.

O sabor e o aroma da bebida sdo atribuidos aos acidos, aldeidos, cetonas,
aclcares, proteinas, aminodcidos, acidos graxos, compostos fendlicos entre outros
(FERNANDES; PINTO; THE; PEREIRA; CARVALHO, 2001).

A Tabela 1 apresenta os principais compostos presentes do C. arabica L e seus
teores maximos, conforme literaturas.

O cafeeiro (C. arabica L.) demora de 3 a 4 anos para dar frutos, podendo uma
planta viver até 100 anos. Seu ciclo fenoldgico se completa a cada dois anos. O
amadurecimento da fruta se da de 6,5 a 7 meses (JOLY, 2002; CAMARGO;

CAMARGO, 2001).
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Tabela 1 — Composicdo quimica do grdo verde C. arabica em base seca

(g/100g)

Componentes Coffea arabica Referéncia
Cafeina 0,9-1,3 (FARAH, A 2012)
Trigonelina 0,6-2,0 (FARAH, A 2012)
Aminoacidos livres 0,27-0,5 (PREEDY, 2015)
Acidos clorogénicos totais 4,1-7,9 (FARAH, A 2012)
Acgucares redutores 0,1 (FARAH, A 2012)
Sacarose 6,0-9,0 (FARAH, A 2012)
Total de carboidratos 56 (PREEDY, 2015)
Proteinas 10,0-11,00 (FARAH, A 2012)
Lipidios totais 13-17,0 (ILLY; VIANI, 1995)
Diterpenos: cafestol 05-09 (ILLY; VIANI, 1995)
Kaweol 0.3 (ILLY; VIANI, 1995)

O C. arabica tem um ano de alta produgdo seguido no proximo ano de menor
producdo; este fenomeno ¢ chamado de bienabilidade. Em anos de alta producao de
frutos, ha grande intensificagdo da atividade metabolica devido ao crescimento dos
frutos e com isso o cafeeiro ndo sintetiza fotoassimilados suficientes para suprir as
demandas de frutificagdo (RENA; MAESTRI, 1985; CARVALHO; RENA; PEREIRA;
CORDEIRO, 1993), no que reduz o seu desenvolvimento. No ano seguinte o fruto se
desenvolve nos ramos novos, com isso, a producao € proporcional ao nimero de nds e
gemas florais formadas.

O plantio para C. arabica necessita de altitudes em torno de 1.000- 2.100 m, o
clima deve ser ameno entre 15 a 22°C e medidas pluviométricas de 1.500 a 2.000 mm
(ILLY; VIANI, 1995).

O cafeeiro apresenta boa plasticidade fenotipica, isso ¢ a capacidade de
expressar fenotipos distintos quando exposto a diferentes ambientes (GOTTHARD;
NYLIN, 1995), podendo sofrer alteragdes morfoldgicas conforme o nivel de radiagao
como forma de adaptagdo (MORAIS; MEDRI; MARURO; CARAMORI; RIBEIRO;
GOMES, 2004; RICCI; COSTA; PINTO; SANTOS, 2006; CESAR; MATSUMOTO;
VIANA; SANTOS; BONFIM, 2010). Como o Brasil ¢ um pais que tem grandes

diferencas de médias pluviométricas, temperaturas e altitudes entre os estados, estes
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fatores merecem atencdo diante dos estudos realizados em termos de produtividade e
qualidade de café. Muitos trabalhos citam o efeito da temperatura sobre o café arabica,
destacando o limite de temperatura para garantir uma colheita de qualidade.
Considerando que os fotossintatos (compostos fenolicos, aldeidos e carboidratos)
acumulados pela planta durante o crescimento de frutos sdo importantes para a
qualidade da bebida, qualquer estresse que encurte esta fase de enchimento dos graos
pode prejudicar o acumulo destas substincias. Os fatores mais comuns que podem
ocasionar menores acumulos desses fotossintatos sdo: ataques de parasitas, elevadas
temperaturas e deficit hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As plantas de C. arabica se desenvolveram em regides de sub-bosques, portanto
sdo adaptadas a sombra. No Brasil, ¢ comum se cultivar café a pleno sol, (VALENTINI;
CAMARGO; ROLIM; SOUZA; GALLO, 2010) devido as latitudes mais elevadas e
altitudes inferiores quando comparados a sua regido de origem, porém nesta adaptacao
ao ambiente, a planta ¢ esgotada expressando todo seu potencial produtivo resultando
em producdes bienais (FAHL; CARELLI, 2007). Devido o plantio do C. arabica ser
muito sensivel a temperatura, existe muitos trabalhos em campo que aplicam artefatos
para amenizar o efeito da temperatura na qualidade dos graos, dentre elas os plantios em
sistemas agroflorestais (SAF) e por adensamento de plantio. Estes sistemas tém em
comuns plantas em varios niveis de sombreamento, portanto, compreender os dois

sistemas fard compreender a adaptacdo do plantio em um sistema diferente do pleno sol.
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2.1.2 Formas de Plantios

2.1.2.1 Sistemas agroflorestais (SAF)

A arborizagdo inserida a cafeicultura ¢ uma técnica muito utilizada para a
protecdo de cafezais, contra as adversidades climaticas (CAMARGO, 1998). O SAF ¢
um tipo de cultivo classificado como “‘sistemas sustentdveis”; ¢ uma técnica antiga,
muito difundida na América Latina (MORAIS; MARUR; CARAMORI; RIBEIRO;
GOMES, 2003) e muito utilizada na Coldmbia, Venezuela, Costa Rica, Panama e
México (MUSCHLER, 2001). Em uma mesma unidade de terra ¢ combinada de
maneira simultdnea plantas lenhosas perenes associadas com plantas herbaceas, culturas
agricolas e/ou forrageiras e/ou em integracdo com animais, aplicando técnicas de
manejo que sdo compativeis com as praticas culturais da populagdo local (KING;
CHANDLER, 1978). As plantas lenhosas normalmente usadas nos SAF intercaladas
com cafeeiros sdo de uso florestal ou de exploragdo comercial tais como: macadamia,
seringueira, bananeira, (RICCI; COSTA; PINTO; SANTOS, 2006) abacateiro,
(PINARD; BOFFA; RWAKAGARA, 2014 ) coco anao, eritrina (RICCI; COSTA;
PINTO; SANTOS, 2006; MUSCHLER, 2001), figueira, ervilha-de-pombo (MORALIS;
MARUR; CARAMORI; RIBEIRO; GOMES, 2003) grevillea robusta (Grevillea
robusta A. Cunn. ex R. Br.) (BAGGIO; CARAMORI; ANDROCIOLI FILHO;
MONTOYA, 1997) entre outras.

A técnica da arborizacdo tem um sombreamento mais ralo, com 60 a 70 plantas
de por hectare (FAZUOLI; THOMAZIELLO; CAMARGO, 2007) promovendo
diminuicdo da temperatura média em até 2°C e grande protegdo contra vento, podendo
favorecer o plantio de cafeeiro nas condig¢des edafoclimaticas do meio ambiente (BEER,
1987, FAZUOLI; THOMAZIELLO; CAMARGO, 2007). Os motivos do insucesso da

arboriza¢do dos cafezais foram objetos de muitos estudos, concluindo que as arvores de
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sombra competiam fortemente com os cafeeiros na absor¢do de dgua durante a época
seca (FAHL; CARELLI, 2007). Porém, no Brasil, a preferéncia do cultivo de cafeeiros
¢ em pleno sol, com cerca de 90 % das lavouras. Esta forma de plantio est4 relacionada
a maior facilidade de passagem de mdaquinas no plantio e por estar associado ao
conceito de maior producio de graos a pleno sol (RICCI; COSTA; PINTO; SANTOS,
2006).

O conhecimento dos efeitos do sombreamento de arvores ou arbustos sobre
crescimento de cafeeiros d& suporte na implantacao da arquitetura ideal do cafeeiro que
maximiza a captura da radiacdo solar disponivel em ambientes sombreados (MORALIS;
MARUR; CARAMORI; RIBEIRO; GOMES, 2003). Quando o sombreamento ¢
excessivo nos cafeeiros pode haver diminui¢do dos ramos plagiotropicos, nimero de
nds por ramo e botdes florais o que resulta na reducao da produgdo de café¢ (MORALIS;
CARAMORI; RIBEIRO; GOMES; KOGUISHI, 2006). Fahl et al. (1994) ¢ Carelli et
al. (1999) observaram que o sombreamento excessivo reduziu o crescimento de C.
arabica. Por outro lado, o excesso de intensidade de radia¢do pode levar a danos na
planta, (WILLEY, 1975) prejudicando o desenvolvimento floral, morte das flores
(MES, 1957) levando a perdas da produtividade e desenvolvimento de plantas daninhas
(LUNZ, 2007). Por isso, existe a necessidade de definir uma densidade de
sombreamento que proteja a planta de temperaturas extremas. Para cafeeiros, o
sombreamento moderado (entre 20 e 30 %) pode ser adequado, ndo prejudicando o
crescimento das plantas, qualidade dos frutos e produtividade (NETO; ALVARENGA;
OLIVEIRA, 2014). Estudos mostram beneficios para este tipo de cultura para os
cafeeiros, como maior desenvolvimento dos frutos, (MUSCHLER, 2001) maior nota de
corpo e acidez no teste sensorial, auséncia de defeitos (MUSCHLER, 2001) e aumento
da producdo (PINARD; BOFFA; RWAKAGARA, 2014). A presenca de arvores

aumenta o aporte de matéria orginica em virtude da queda de folhas, reduzindo as
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perdas de N, aumentando a capacidade de absor¢do e infiltragdo de 4gua no solo
aumentando a umidade (MORAIS; CARAMORI; RIBEIRO; GOMES; KOGUISHI,
20006) e reduzindo o risco de erosdo.

Caramori et al. (1999), observou que durante a geada, a temperatura média didria
aumentou em 5,5 °C no plantio de café devido ao consorciamento com arbusto. Morais
et al. (2006) observou a matura¢ao mais lenta em cultivos sombreados do que em pleno
sol. Este resultado pode influenciar na qualidade do grdo, ja que a maturagdo mais lenta

pode favorecer a producgdo de frutos de maior qualidade.

2.1.2 2 Adensamento de plantio

O adensamento ¢ uma técnica de cultivo que diminui a incidéncia direta da luz
solar sobre o plantio, pois aumenta o nimero de plantas entre linhas e entre ruas (plantio
em renque) apresentando maior numero de cafeeiros por hectare do que nas culturas
convencionais. Uma lavoura ¢ adensada quando o espago livre entre as linhas de
cafeeiros ¢ de 20 cm e a distancia nos corredores pode variar de 1 m até 1,5 m para duas
plantas, ou de 0,5 m a 1 m para uma planta. Super adensada ¢ quando as distancias entre
as linhas e entre as plantas na linha s3o menores que zero, isto ¢, inferiores ao diametro
da copa do cafeeiro adulto (ANDROCIOLI FILHO, 2002).

Os cafeeiros tém grande capacidade de adaptagdo a altas densidades de plantios
podendo ser conduzidos em ambientes de baixa luminosidade para realizar o processo
fotossintético, isto porque apresentam baixa irradiancia de saturagdo, variando de 300 a
600 umol™?s ' (KUMAR; TIESZEN, 1980; FAHL; CARELLI; VEJA; MAGALHAES,
1994; FAHL; CARELLI, 2007). Outro fator que conta com a adaptacdo do cafeeiro a
plantios densos sdo as variagdes morfoldgicas e bioquimicas que ocorrem nas folhas, as

quais aumentam a eficiéncia do aparelho fotossintético do cafeeiro. (AKUNDA;
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IMBAMBA; KUMAR, 1979). No plantio adensado ocorre a competi¢do entre as
plantas, principalmente com relagdo a radiacdo solar, fator que influenciard na
morfologia das folhas aumentando o indice de area foliar (IAF) (relagdo entre a
superficie de folha e a drea explorada pelos cafeeiros) e nos metabolomas.
Tradicionalmente as dimensdes utilizadas em culturas de café no Brasil eram compostas
de 700 a 800 plantas.ha™'. Apés a introdu¢ido do Plano de Renovagio e Revigoramento
de Cafezais em 1970, o espagamento entre as plantas diminuiu, passando a compor de
5,000 a 10,000 plantas.ha'1 (ROCHA; CEOTTO; PREZOTTI, 2000).

Trabalhos mostram espacamentos reduzidos com até 17 mil plantas ha™,
resultando em melhores produtividades com maior nimero de safras (GUIMARAES;
MENDES, 1998) gerando um numero maior de frutos, porém nao se pode dizer se ha
um aumento na qualidade destes (CARVALHO, 1986; SARRAZIN; LE QUERE;
GRETSCHR; LIARDON, 2000).

Um critério importante para o adensamento das culturas de café ¢ a escolha de
plantas de menores portes. Plantas mais baixa facilitam a colheita e tratos culturais,
além de apresentarem maior produtividade por area cultivada quando comparada com
cultivares de porte alto (SAKIYAMA; PEREIRA; ZAMBOLIM, 1999) A cultivar
IAPAR 59, lancada no Estado do Parana em 1993, foi apresentada para plantios de altas
densidades devido as caracteristicas de porte baixo e didmetro de copa pequeno, além da
resisténcia a ferrugem (Hemileia vastatrix BERK ET BR.). Estas plantas adultas
cultivadas em latossolo roxo distrofico, Londrina, PR apresentam diametro de copa de
1,80 m, bem menor que outras da mesma espécie, como por exemplo, Catuai com 2,20
m.

Com a intensificacdo do sistema de cultivo adensado e a retomada da
possibilidade de sombreamento do café no Brasil, tornou-se imprescindivel conhecer as

respostas dos cultivares atuais as variadas condigdes edafoclimdticas e o efeito na
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fisiologia na produtividade do cafeeiro, visando adequar o manejo e otimizar a
produtividade nesses novos modelos tecnologicos.

Varios autores (GUYOT; GUEULE; MANEZ; PERRIOT; GIRON; VILLAIN,
1996; MUSCHLER, 2001; VAAST et al., 2005), verificaram um aumento significativo
no tamanho dos graos em cafeeiros sob sombreamento.

No campo, autores destacam que técnica de adensar cafeeiros faz a planta
desenvolver maior eficiéncia na utilizacdao da radiacdo solar, da dgua e dos minerais, e
possivelmente hd melhor controle das plantas invasoras e algumas pragas (PEREIRA;
GUIMARAES; BARTHOLO; GUIMARAES; ALVES, 2007). Outra vantagem ¢ que o
adensamento mantém os cafeeiros mais enfolhados com menores niveis de estresse
proporcionando menores temperaturas no interior da planta, (FAZUOLI;
THOMAZIELLO; CAMARGQO, 2007) estando em torno de 2-4 °C abaixo do ambiente
externo (PEZZOPANE; PEDRO JUNIOR; CAMARGO; FAZUOLI, 2008; VAAST et
al., 2005).

O aumento da densidade de plantio oferece maior prote¢do ao solo devido a
maior cobertura proporcionada pelos proprios cafeeiros e pelo maior nimero de folhas
que caem no chdo, diminuindo a erosdo, a temperatura do solo, a lixiviagdo, a
volatilizacdo, a evaporagdo da dgua e intensificando a reciclagem de nutrientes. Estudos
conduzidos no IAPAR mostram que o adensamento de plantio melhoram as
propriedades fisicas e quimicas do solo, aumentando a estabilidade de agregados, pH,
teores de Ca, Mg e K, diminuindo o Al-trocavel (PAVAN; CHAVES, 1994).

Cafeeiros sombreados terdo maiores periodos de maturacdo dos frutos
(SCALCO; COLOMBO; QUINTELA; PAIVA; MORAIS, 2005; JARAMILLO-
BOTERO; SANTOS; MARTINEZ; CECON; FARDIN, 2009; RICCI; COSTA;
PINTO; SANTOS, 2006) produzindo frutos de melhor qualidade, j4 que hd maior

acumulo de agucares e solidos (MORAIS; CARAMORI; RIBEIRO; GOMES;
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KOGUISHI, 2006; SOMPORN; KAMTUO; THEERAKULPISUT; SIRIAMORNPUN,
2012).

Martinez et al. (2008) relata pequena reducdo no teor das clorofilas totais nas
folhas de cafeeiros adensados e aumento no teor de clorofila b, a principal coletora de
luz do fotossistema II cujo teor pode ser considerado um parametro de eficiéncia do
aparelho fotossintetizante, indicando adaptacdo favoradvel nos plantios adensados
(MARTINEZ; AUGUSTO; CRUZ; PEDROSA; SAMPAIO, 2008).

A produtividade dos cafeeiros pode estar relacionada com as taxas
fotossintéticas de plantas no estddio inicial de desenvolvimento, (MAZZAFERA;
GUERREIRO FILHO, 1991) porém, nem sempre o aumento na taxa fotossintética da
planta ¢ sindnimo de aumento de qualidade de bebida, geralmente o que favorece
qualidade nao favorece produtividade e vice-versa. Assim como, resultados tém
mostrado que plantas de sol produzem mais que de sombra, porém, a qualidade da
bebida pode ser menor devido a matura¢ao mais acelerada influenciando o metabolismo
de certos acidos (FAGAN; SOUZA; PEREIRA; MACHADO, 2011).

Uma forte influéncia do clima e da fenologia do cafeeiro foi observada nas
caracteristicas sensoriais da bebida, fator que pode estar correlacionado com o tempo de
formagao do grao. No final da maturacdo dos grdos os acidos clorogénicos (ACG) sao
translocados da semente para a periferia do fruto, para protecdo contra ataque de
microorganismos, porém, fatores como temperaturas elevadas interferem no periodo de
maturacdo do fruto (FAGAN; SOUZA; PEREIRA; MACHADO, 2011), ja que essa
condicdo afeta a translocacdo de compostos fendlicos do interior do endosperma para as
camadas superficiais, impedindo uma migracao total desses compostos no que confere
um carater adstringente e metalico a bebida (ORTOLANI et al., 2000).

A relagdo entre densidade e produtividade ndo segue uma fungdo linear. A

maxima produtividade nestes sistemas depende fundamentalmente do ponto de
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equilibrio entre o nimero de plantas, existindo um ponto 6timo nessa relacdo, do

contrario, o aumento de densidade passa a reduzir a produtividade.

2.1.3 Metabdlitos Primarios e Secundarios

As enzimas sdo responsaveis por todas as reagdes quimicas sintetizadas e
degradadas no metabolismo dos seres vivos.

Todos os organismos, incluindo as plantas, possuem vias metabolicas
semelhantes que lhes permitam utilizar ou sintetizar substancias que sdo essenciais para
a sua sobrevivéncia. Estes compostos de fungdes fisiologicas basicas sao denominados
metabolitos primarios, compostos de carboidratos, aminoacidos, lipidios, acidos
nucleicos e clorofila (SKALICKA-WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ, 2011).

Existem outras vias metabolicas que produzem compostos que ndao tém uma
utilidade especifica, conhecidos como produtos naturais ou metabodlitos secundarios.
Sua ocorréncia ¢ limitada a grupos sistematicos menores € sao encontrados em baixas
concentragdes, com fungdes que permitem que o organismo se adapte ao ambiente, a
fim de sobreviver e se reproduzir (SKALICKA-WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ,
2011). Na planta, a adaptagdo ao meio ambiente consiste na adaptagao as condigdes
externas, e entdo esses metabolitos sdo produzidos em resposta a um mecanismo de
defesa contra herbivoros e micro-organismos, protecao contra os raios UV, atracdo de
polinizadores e animais dispersores de sementes (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN ;
MELLO; MENTZ; PETROVICK, 2007).

Os principais componentes do fruto de café cru sdo a 4agua, carboidratos,
lipidios, compostos nitrogenados, minerais e dcidos. Comumente associa-se a qualidade
do café aos constituintes fisico-quimicos, tais como 0s compostos nitrogenados

(proteinas, cafeina, trigonelina), carboidratos, lipidios e compostos fenolicos presentes
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no endosperma do grdo. O resultado destes compostos principalmente nos produtos pos
torra sdo responsaveis pelos sabores e aromas caracteristicos da bebida (FRANCA;

MENDONCA; OLIVEIRA, 2005).

2.1.3.1 Principais metabolitos primdrios e secundarios de graos e folhas do Coffea

2.1.3.1.1 Carboidratos

Os carboidratos sdo sintetizados pela fotossintese; primeiro formam-se os
monossacarideos e posteriormente por transformacdes de polimerizacdo e condensagao
formam-se, di, tri e polissacarideos. Os carboidratos estdo presentes no grao na forma de
polissacarideos (40-50 % em base seca) e actcares de baixo peso molecular (8,2- 8,3 %
em base seca) que incluem tri, di e monossacarideos redutores e ndo redutores.

Os principais carboidratos acumulados em folhas e frutos de cafeeiro sdo o
amido e os actcares soluveis redutores e ndo-redutores. Os principais agucares redutores
sdo a glicose e frutose, enquanto o principal aglicar ndo-redutor ¢ a sacarose (TAIZ;
ZEIGER, 2004). Entre os acucares de baixo peso molecular, a sacarose ¢ de maior
concentracdo nos graos, estd na faixa de 5 a 8,5 % (base seca) (BRADBURY, 2001).
Nas folhas a glicose varia de 1,1 a 1,9 % (CAVATTE; RODRIGUEZ-LOPEZ;
MARTINS; MATTOS; DA MATTA, 2012). Os aglcares estdo associados com a
qualidade, por estarem junto com os aminodcidos e  proteinas.
(SHANKARANARAYANA; RAGHAVAN; ABRAHAM; NATARAJAN, 1974). Um
dos atributos que leva o C. arabica a ser considerado um café de melhor qualidade em
comparagdo com outras espécies € por conter maior teor de carboidratos (ILLY; VIANI,

1995).
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2.1.3.1.2 Lipidios

Os lipidios ocorrem naturalmente na planta com as fungdes de armazenar
energia e estruturar a membrana celular. Podem aparecer na forma de gorduras, ceras,
esterdis, vitaminas soluveis em gordura tais como vitaminas (A, D, E, e K),
monoglicerideos, diglicerideos, triacilglicerois e fosfolipideos (SKALICKA-
WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ, 2011). Todos os lipidos derivam da acetil
coenzima A (acetil-CoA) (KOOLMAN; ROHM, 2005). A fragdo lipidica no café esta
presente em maior quantidade no endosperma, tais como, triacilglicerpois,
fosfolipideos, esterois, tocoferois, diterpenos e ésteres de acidos graxos € em menor
quantidade, na camada externa do grao, na forma de cera, composta, sobretudo de 5-
hidroxitriptamidas (OESTREICH-JANZEN, 2010 ).

O teor de lipidios no grao esta em torno de 7 a 17 % com uma média de 15 % no
C. arabica L. (CHU, 2012; OESTREICH-JANZEN, 2010 ). Possuem um efeito positivo
na qualidade da bebida do café; durante a torracdo concentram-se nas areas externas,
formando uma camada protetora no grao contra eventuais perdas ocasionadas pelo
processamento (PIMENTA, 2003; AGUIAR, SALVA; FAZUOLI; FAVARIN, 2005).
Nas folhas, a cutina, polimero insoluvel de acidos graxos, tem como fung¢des aumentar a

resisténcia as doengas e perda de agua (LICHSTON; GODOY, 2006).

2.1.3.1.2.1 Isoprenoides

Os isoprenoides ou terpenoides sdo uma classe de ocorréncia natural, derivados
de um percursor comum, o isopreno (2 metil-1,3-butadieno) , com cinco atomos de
carbono e um metil ramificado, oriunda da acetil-CoA (KOOLMAN; ROHM, 2005). Na
maioria sdo estruturas multiciclicas que diferem um do outro ndo s6 nos grupos

funcionais, mas também em seus esqueletos basicos de carbono, que sdo eles,
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monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40), politerpenos (C5n). No grupo de isoprenoides
pode haver outras moléculas nas quais o numero de atomos de carbono ndo sio
divisiveis por 5, como esteroides e iridoides, que resultam de rea¢des secundarias, tais
como oxidac¢ao, ciclizagdo , ou desprendimento de alguns substituintes (SKALICKA-

WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ, 2011).

2.1.3.1.3 Aminoéacidos

Aminoacidos sao unidades estruturais basicas de constru¢ao de proteinas,
composto de molécula contendo amina e grupos funcionais carboxila. Os aminoacidos
sao considerados os produtos de base que resultam assimilacdo de nitrogénio pelas
plantas (SKALICKA-WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ, 2011). No grios crus, sio

significantes precursores de aromas da bebida (ARNOLD; LUDWIG, 1996).

2.1.3.1.3.1 Derivados de aminoacidos

Os alcaloides surgem biogeneticamente a partir de aminodcidos ou dos seus
derivados diretos, sdo produzidas por uma grande variedade de organismos, incluindo
plantas, bactérias, fungos e animais.

No café ¢é preciso destacar os alcaloides purinicos e piridinicos conhecidos como
pseudo-alcaloide, derivam da xantina e ndo diretamente de um aminoacido. Os
alcaloides purinicos constituem a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teobromina (3,7-N-
dimetilxantina) e a paraxantina; o alcaloide piridinico constitue a trigonelina (acido 1-N,

metilnicotinico), Figura 1 (ASHIHARA, 2006).
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Figura 1- Principais alcaloides do Coffea: a) cafeina, paraxantina, teofina e teobromina
b) trigonelina,

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) ¢ o alcaloide mais abundante e importante no
café (CLIFFORD, 1985), ¢ encontrada em todas as partes do cafeeiro, porém com mais
abundancia nas flores, nas sementes e nas folhas mais novas (RAJU; GOPAL, 1979).
Apesar do sabor caracteristico, este alcaloide ndo contribui mais do que 10 % do
amargor do café (FARAH, 2009; NOGUEIRA; TRUGO, 2003). Muitos alcaloides sdao
toxicos para outros organismos, desta forma, estudos mostram que a cafeina pode ser
alelopética, atuando como agentes deferrentes contra a predagdo por herbivoros. Na
bebida, a cafeina ¢ bastante estdvel a altas temperaturas, com isto, permanece quase
estavel com a torragdo (ILLY; VIANI, 1995).

A trigonelina ¢ uma N-metil betaina (CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA,
2008) que contribui para o aroma por meio da formacdo de produtos de degradagdo
como as piridinas e o N-metilpirrol durante a torra (MONTEIRO; TRUGO, 2005;

ABRAHAO; PEREIRA; LIMA; FERREIRA; MALTA, 2008). A porcentagem de
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trigonelina no grao verde reduz de 1,0-1,2 % para 0,5-1 % ap0s a torra, originando em
maior quantidade a N-metilperidina ¢ em menor procentagem o acido nicotinico
(niacina) (PREEDY, 2015). Embora a niacina seja atribuida ao aumento do teor
nutricional no café, Souza et al. encontrou uma variagdo de apenas 0,024 a 0,032 g/100

g de acido nicotinico para o café Gourmet (100 % graos arabica).

2.1.3.1.4 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos pertencem a uma grande classe de compostos, formados
por pelo menos um anel aromatico, no qual, a0 menos um hidrogénio ¢ substituido por
um grupamento hidroxila (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN; MELLO; MENTZ;
PETROVICK, 2007). Os fendlicos sdo biossintetizados por dois caminhos: a via do
acido chiquimico e a via do acido maldnico. Os derivados da via do acido chiquimico
sdo fendis, acidos fendlicos, taninos, flavonoides, cumarinas e ligninas ¢ da via do acido
maldnico, de menor importancia em plantas superiores, resultante de produtos de fungos
e bactérias (SKALICKA-WOZNIAK; HANOS; KAZIMIERZ, 2011).

Os compostos fenolicos sdo conhecidos por suas caracteristicas antioxidantes. in
vitro (MONTEIRO; TRUGO, 2005). Atuam na prote¢do das plantas, induzidos por
fatores bioticos (patogéncos e herbivoros) e estresses abidticos (UV, temperatura,
nutriente, luz, competi¢ao entre plantas). (FARAH, 2009; ILLY; VIANI, 1995), Na
bebida, contribuem com sabor e aroma caracteristicos, aumentando o amargor (KY;
LOUARN; DUSSERT; GUYOT; HAMON; NOIROT, 2001). Nos graos de café, o
principal composto fenolico sdo os acidos clorogénicos, ACG (ROSTAGNO;

CELEGHINI; DEBIEN; NOGUEIRA; MEIRELES, 2014).

2.1.3.1.5 Acidos
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Os acidos encontrados no café verde sdo acido citrico (8,5mg/g-base seca), acido
malico (4,14 mg/g-base seca); ascorbico (3,37 mg/g de base seca), acético (0,58 mg/g
de base seca) (ALCAZAR; FERNANDEZ-CACERES; MATIN; PABLOS;
GONZALEZ, 2003) ¢ 4acido clorogénico (6,5 mg/g em base seca) (COSTA; TRUGO,
2005) principal fendlico do café. (ABRAHAO; PEREIRA; LIMA; FERREIRA;
MALTA, 2008).

O ACG ¢ formado principalmente pela esterificagdo do acido quinico e
derivados trans-cinamicos (acidos cafeicos, p-cumaricos e ferulico) (ROSTAGNO;
CELEGHINI, DEBIEN; NOGUEIRA; MEIRELES, 2014).

Os principais grupos de ACG encontrados no Coffea sdao os acidos
cafeoilquinicos (ACQ), estes em maior concentracdo, Figura 2, feruloilquinicos (AFQ)
e dicafeoilquinicos (AdiCQ), com pelo menos trés isdmeros por grupo (FARAH,;

DONANGELO, 2006).
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2.1.3.1.6 Clorofila
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As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes presentes nas plantas,
ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais. Os principais
pigmentos encontrados no Coffea sao as clorofilas a (Chl a) e b (Chl b). A Chl a, ¢ o
pigmento utilizado para realizar a fotoquimica (o primeiro estagio do processo
fotossintético), enquanto que o Chl b auxilia na absor¢do de luz e na transferéncia da
energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim chamados de pigmentos
acessorios (STREIT; CANTERLE; CANTO; HECKTHEUER, 2005). Coelho et al.
(2007) relata que em seus estudos de comparagdo entre cafeeiros em pleno sol e

sombreados ndo houve diferenca significativa entre os teores de clorofila.

2.2 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver metodologia e aplica-la no estudo dos metabolitos por impressao
digital utilizando analise espectrocopicas FTIR, HPLC-UV-DAD associada com analise
quimica classica nas diferentes condi¢des de luz e plantios de folhas e graos do C.

arabica L.
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RESUMO

Planejamento de mistura centroide simplex de quatro componentes, etanol,
acetona, diclorometano e hexano associados a um planejamento fatorial 2° controlando
o numero de remaceragdes, temperaturas e tipo de agitagdo foi usado para otimizar os
rendimentos dos extratos de folhas de Coffea arabica. Os extratos foram analisados por
espectroscopia FT-IR. O uso do planejamento de mistura associado ao planejamento
fatorial mostrou que variagdes nas condigdes de extragdo para os mesmos solventes
variam a composi¢cdo do extrato. Fortes correlagdes foram encontradas entre os
espectros obtidos nas diferentes condicdes com os pardmetros solvatocromicos. As
condicdes de extracdo afetam metabodlitos como ligninas, carboidratos e polissacarideos

e cafeina.

Palavras-chave: ultrassom, solventes, espectroscopia FT-IR, planejamento fatorial.

ABSTRAT

Mixture design simplex-centroid four components, ethanol, acetone,
dichloromethane and hexane associated with a 2° factorial design controlling the
number of re-remaceration , temperature and type of agitation was used to optimize the
yields of the extracts of leaves of Coffea arabica. The extracts were analyzed by FTIR
spectroscopy. The use of the associated planning mixture of the factorial design showed
that variations in extraction conditions to vary the same solvent extract composition.
Strong correlations were found between the spectra obtained in different conditions with
solvatochromic parameters. Lignins, carbohydrates and polysaccharides , as well as

caffeine seem to depend on the extraction condition.

Keyword : ultrasound , solvents, factorial design , FTIR spectroscopy.
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3.1 INTRODUCAO

Experimentos com materiais vegetais sdo realizados para analisar um ou mais
metabolitos da planta, o que necessita de um cuidadoso processo de extracdo. As
técnicas para a extracdo de amostras vegetais podem ser realizadas por processos de
extracdes a frio (maceragao ou percolacao) (SEIDEL, 2006), a quente em sistemas
abertos (infusdo, decoc¢do), (AL-ACHI, 2008) e a quente em sistemas fechados (arraste
por vapor d agua) (SEIDEL, 2006). Para reduzir o tempo e aumentar o rendimento nas
extracdes em sistemas fechados sdo utilizados: ultrassom (WANG; WELLER 2006);
micro-ondas; fluido supercritico; microextracdo de fase solida (SEIDEL, 2006) e
extracdo acelerada por solvente e pressurizada por liquido (ENG SHI, 2004). Os
processos de extragdo de material vegetal sio complexos e para serem executados ¢
essencial que sejam bem definidos a natureza quimica do solvente que serd usado, a
temperatura, a frequéncia dos compostos a serem extraidos (YAQIN; XINGQIAN;
YUNBIN; GUONENG; GUIHUA; DONGHONG, 2008).

Em uma extragdo seletiva, a técnica ¢ conduzida para que haja compatibilidade
na solubilidade do solvente/tampao com o analito de interesse, porém, nao ¢ aplicado o
mesmo conceito quando o objetivo € extrair o metaboloma (DUNN; ELLIS, 2005). No
processo de extragao do metaboloma, o (s) solvente (s) extrator tem que ter afinidade
com varios compostos de propriedades quimicas diferentes, abrangendo grupos neutros
(gorduras), organicos (fenodlicos e terpenoides), basicos (alcaloides) e polares (n-oxidos
e alcaloides quaternarios) (GARCIA; DE OLIVEIRA; SOARES; BRUNS;
SCARMINIO, 2010), garantindo com isto o esgotamento total do material vegetal.
Desta forma, ao extrair um material vegetal, a escolha do solvente ¢ parte essencial para
que a extracdo seja completa, porém, se feita com um s6 solvente nem sempre

representara o esgotamento total e, desta forma, constituintes permanecem na matriz da
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planta. Outros solventes como hidrocarbonetos clorados ou aliféticos, ésteres e demais
tipos de alcodis com baixo peso molecular (SEIDEL, 2006) também sdo encontrados na
literatura para esse fim. Muitos trabalhos fazem a escolha do solvente avaliando uma
polaridade (8) proxima ao soluto, ou se baseiam em protocolos para o metabolito de
interesse. Comumente, a extracdo de mesma classe de metabdlitos, como exemplo, as
xantinas em amostras de café normalmente se utiliza agua (a 80 °C/ acidificada/com
diclorometano) (De MARIA; TRUGO; MOREIRA, 1995; PETERMANN;
BAUMANN, 1984; TRUGO, MACRAE, DICK, & 1934), acidos clorogénicos faz-se
com metanol: 4gua (MONTEIRO; FARAH, 2012; KY; NOIROT; HAMON, 1997),
lipidios com hexano (ARAUJO; SANDI, 2006) ¢ agtcares com hexano ou em agua:
metanol (20:80 v/v) (RODRIGUEZ-DURAN et al., 2014). No entanto, se a extragdo for
para multicomponentes, dificilmente serdo encontradas metodologias para este fim.

Para a escolha do solvente extrator, a teoria mais usual ¢ baseada na polaridade
semelhante solvente/soluto; porém existem outros parametros que podem auxiliar na
escolha de um solvente extrator, como o tridngulo de seletividade de Snyder, e a teoria
de solvéncia de Hildebrand/Hansen (TSIVINTZELIS; ECONOMOU;
KONTOGEORGIS, 2009; CURCIO; ALLIX; PICKAERT; JAMART-GREGOIRE,
2011; SRINIVAS; KING; MONRAD; HOWARD; HANSEN, 2009; NANGREJO;
EDIRISINGHE, 2010).

O triangulo de seletividade classifica solventes organicos baseados nas suas
propriedades termodindmicas por parametros: acido (x,), basico (x.) e dipolar (x,). A
partir destes parametros surgiram os termos solvatocroOmicos, que sdo médias de
medidas espectroscopicas que classificam os solventes quanto a sua capacidade de
serem receptores de pontes de hidrogénio (basicidade, PB), doadores de pontes de

hidrogénio (acididade, a) ou por fazer interacdo dipolo-dipolo (dipolaridade, II),
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compondo o tridngulo de Snyder. Sua vantagem é que varios tipos de solventes sdo
classificados de acordo com o tipo de interacdo conforme o composto de interesse.

O solvente ¢ considerado um dos parametros mais importantes na extragdo em
ultrassom, j& que esta ligado diretamente com a solubilidade dos constituintes de
interesse (CHEN; XIE; GONG, 2007). Um volume grande de solvente pode causar
inchagco no material vegetal comprometendo o processo de extragdo (SEIDEI, 2005).
Auxiliar o processo de extragdo por uso de utrassom faz aumentar o seu rendimento e
reduzir o tempo (YAQIN; XINGQIAN; YUNBIN; GUONENG; GUIHUA;
DONGHONG, 2008). O uso do ultrassom age por efeito mecanico aumentado a
permeacdo do solvente na parede celular liberando os constituintes e facilitando a
dissolucao dos compostos soluveis na transferéncia dos metabolitos do material vegetal
para o meio liquido por osmose e difusao (LI; SUN; XU; SUN, 2012).

A frequéncia minima usada em extragcdes por ultrassom ¢ de 16 kHz
(WAKSMUNDZKA-HAIJNOS; SHERMA, 2010); a faixa de 16-100kHz ¢ usada nas
extracdo de substancias como flavonoides hidrofilicas (antocianinas, taninos),
carotenoides hidrofobicas (licopeno, betacaroteno, capsaicina e luteina. (FENG;
BARBOSA-CANOVAS; WEISS, 2011).

A temperatura ¢ grande aliada na extracdo, quando bem controlada faz aumentar
o rendimento dos metabdlitos, ja4 que aumenta a dissolubilidade e difusividade,
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA, 2010). Porém quando muito elevada pode
levar a perda do rendimento ocasionada pela evaporagdo do solvente (YAQIN;
XINGQIAN; YUNBIN; GUONENG; GUIHUA; DONGHONG, 2008) degradagdo ou
volatilizacdo de constituintes de interesse. Na decomposi¢dao térmica os fendis podem
reagir com outros componentes diminuindo sua extragdo (ANDREO; JORGE, 2006).

Para realizar extracdo exaustiva, e abranger os mais diversificados grupos de

metabolitos, ¢ fundamental realizar otimizagdo com pardmetros que auxiliam no



39

processo extrativo. O objetivo deste trabalho foi otimizar o solvente extrator bem como
parametros de extragdo como, nimero de remaceragdo, temperatura e tipo de agitacdo

no rendimento de extratos obtidos das folhas de Coffea arabica L.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Planta, coleta ¢ extragao.

Os experimentos foram conduzidos no Instituto Agrondomico do Parana,
Londrina (23°18’S, 51°17°W), Parana, Brasil. As folhas dos cultivares IAPAR 59 foram
coletadas em 04/11/2010 dos ramos plagiotropicos do terceiro par de folhas apos antese
(florada principal) a 40 cm do solo. As folhas foram provenientes dos sistemas de
plantio com 8.000 plantas.ha™, dimensdo de 3.00 m x 0.41 m e espago por planta de
1.25 m* em arranjo retangular.

Apos coleta, as folhas foram passadas em agua destilada, cortadas com tesoura,
colocadas para secar em temperatura ambiente, trituradas em liquidificador, embaladas
e condicionadas em freezer -20 °C.

Os extratos foram preparados utilizando os solventes organicos: etanol, acetona,
diclorometano e hexano, (F Maia) nas propor¢des mostradas no planejamento
experimental simplex-centroide, apresentado na Figura 1.

Foram pesadas 0,50 g de folhas secas, trituradas e submetidas a extracao
exaustiva. Foi utilizado um planejamento 2* totalizando 8 ensaios com trés variaveis
nimero de remaceracdo, temperatura e tipo de agitacdo solvente/folha. Em cada ponto
do planejamento fatorial, foi feito um planejamento de mistura, Figura 2. No
planejamento fatorial, o nivel inferior foi definido por 24 remacera¢des de 30 minutos
cada, temperatura de -5 ° C (= 3 ° C) e agitagdo em ultrassom (ultra cleaner- unique

USC 1400, 40 kHz, cap. 2,8 L, dim. 240 x 137 x 100 mm). O nivel superior foi
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definido por 6 remaceracdes de 120 minutos cada, com temperatura de 30 °C (£2°C)
sem nenhum tipo de agitacdo (0OkHz). Para cada ensaio foram utilizados 72 mL de
solvente com duracao de 720 min.

Os extratos foram submetidos a ventilagdo mecanica até a obtencdo de massas
constantes. As andlises em FT-IR foram realizadas no espectrofotdometro Thermo
Scientific Nicoleti S10, usando um acessorio ATR com janela de Ge com modo de
medigdo em transmitdncia, nimero de scans de 60, resolugdo 4 cm™ na registrados na
faixa de 675 a 4000 cm’'. Foram realizadas leituras durante as extracdes em
espectrofotometro UV-Visivel Thermo Scientific modelo Evolution 60S, acoplado ao

software Vision lite na regido 200-800 nm.

etanol (e)

11
11
7 D 3- 3. 3
/ / diclorometano (d) £%3 (1: 1:1:1]
44 474
ad p H
ah | 4

adh

Figura 1- Planejamento centroide-simplex para extragdes com solventes organicos
etanol, acetona, diclorometano e hexano nas folhas Coffea arabica L.
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iveis
w o) )

N* de remaceracio 24 de 30 min. 6 de 120 min.
Temperatura -5 (24°C) 30 (£2°C)

Modo de extraciio Ultrassom (40 Hz) Repouso (0 Hz)

Classificacio dos niveis N’ de remaceracio Temperatura Modo de extracdo

nivel (- - -) - - -
nivel (+ - -) + - -
nivel (- +-) - + -
nivel (+ +-) + + -
nivel (- - +) - - +
nivel (+ - +) + - +
nivel (- + +) - + +
nivel (+ ++) + + +

—
]
~—

Modo de extracao

(-) N° de remaceragio (+)

Figura 2- Planejamentos centroide-simplex e planejamento 2° para extracio das folhas
Coffea arabica L.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos rendimentos dos extratos em base seca bem como o0s
parametros de seletividade (o/X; P/X e m/X) para as misturas correspondentes a cada
ponto do planejamento fatorial estdo apresentados na Tabela 1. As respostas das massas
do extrato vegetal para o planejamento de misturas foram investigadas por modelos
matematicos polinomiais de primeira, segunda e terceira ordem que permitem explorar
os efeitos de varias variaveis simultaneamente e extrair o maximo de informacdo do
sistema que estd sendo investigado. Foram obtidas curvas de nivel dos modelos

matematicos ajustados de cada uma das extragdes. Os modelos matemdticos foram
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avaliados pela andlise de variancia das regressdes, ANOVA, Tabela 2, no nivel de 95 %
de confianga. Analisando as regressdes obtidas para os rendimentos nas diferentes
condi¢des, verificou-se que a média quadrada da regressdo pela média residual foi
maior que o valor tabelado (BARROS NETO; SCARMINIO,;BRUNS, 2007) e as
médias quadradas da falta de ajuste pelo erro puro foram menores que as referentes
médias tabeladas comprovando as significancias nas regressoes e inexisténcia de faltas
de ajuste. Os valores da variancia explicada pela variancia total ficaram na faixa de 0,83
a 0,99.

Tabela 1- Resultados dos rendimentos da extragdo (%) conforme planejamento

experimental de solvente, centroide-simplex combinados as variaveis: nimero de
remaceracao, temperatura e tipo de agitacdo e parametros de seletividade (/X; B/ Z e

n/Z)* para as misturas correspondentes a cada ponto do planejamento fatorial

Niveis

- -9 (+9) F+) (-H F-H (+H (+F+DH WL  a/X PE
Solventes
e 2,38 3,02 2,91 3,84 3,88 3,37 3,88 6,76 0,25 0,39 0,36
a 1,43 1,87 2,11 2,17 1,59 1,44 5,86 9,1 0,56 0,06 0,38
d 1,38 1,59 3,38 2,31 1,69 1,97 3,38 1,43 0,73 0,27 0,00
h 1,42 0,98 1 0,97 1,58 1,07 0,47 1,21 0,00 0,00 0,00
ea 3,55 3,37 3,2 4,48 3,09 3,31 2,29 4,76 0,41 0,23 0,37
ed 2 2,35 2,94 3,63 3,65 2,49 2,2 2,57 0,49 0,33 0,18
eh 1,66 2,02 1,9 3,22 2,11 2,29 1,66 3,01 0,13 0,20 0,18
ad 1,12 1,75 2,35 2,17 1,67 2,08 0,99 1,86 0,65 0,16 0,19
ah 1,76 1,54 1,48 2,15 33 1,73 0,69 2,43 0,28 0,03 0,19
dh 1,45 1,4 1,88 2,39 1,6 1,72 1,84 2,03 0,37 0,14 0,00
ead 1,56 2,24 2,59 3,6 2,98 2,12 1,92 2,1 0,51 0,24 0,24
eah 1,99 2,23 2,03 2,9 3,05 2,64 2,23 3,53 027 0,15 0,24
edh 1,75 3,17 3,31 3,22 2,17 2,37 2,01 2,5 0,32 0,21 0,12
adh 1,2 2,28 1,98 2,33 1,39 1,82 2,14 2,09 0,43 0,11 0,13
eadh 1,44 2,89 1,97 3,17 1,54 2,33 1,83 3,51 0,39 0,18 0,19
eadh 1,39 2,36 2,04 3,21 2,26 2,04 1,52 2,63 0,39 0,18 0,19
eadh 2,21 2,33 1,83 3,33 1,87 2,29 3,62 2,63 0,39 0,18 0,19

*Classificacao de SYNDER, 1997

e=tanol, a=acetona, d=diclorometano, h=hexano
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Tabela 2-Analise de variancia para os modelos matematicos dos ensaios do

planejamento 2°.
Ensaio (---)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (+--)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (- +-)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (++-)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (--+)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (+-+)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (- ++)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro
Ensaio (+ ++)
Regressao
Residuos
Falta de ajuste
Erro Puro

.L F.a F b Regressao
4,11 3,29

0,96
1,68 19,30

NN 3 oD

9,02 5,91 0.96

NN BN —

0,22 19,00

1 7,03 4,71
0,94
11,23 19,16

N W L —

26,43 3,68 0.97

8,87 19,30

\S IRV, EEN BN}

4,92 3,44 0.83

N O\ 00 0

2,03 19,33

25,13 4,66 0.99

0,02 18,81

N — W —

10,00 8,73 0.98

N — W —

7,72 18,81

19,98 3,68 0.96

[\ RV, EEN IaNe)

1,49 19,30

Os modelos ajustados aos dados da Tabela 1 para os oito pontos do
planejamento fatorial estdo apresentados nas equacdes simplificadas Eql a 8, assim

todos os coeficientes das equagdes sdo significativos no nivel de 95 % de confianga.
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Os rendimentos de extracdo em massa seca para ensaios (- - -), (+ - -), (+ + -),
(- - +) e (+ + +) foram ajustados com o modelo quadratico e para os ensaios (- + -),

(+-+) e (- ++) os resultados foram ajustados com modelo cubico especial.

Fomain( -y = 2,48e+1,55a+1,46d +1,47h+ 4, 63ea [Eql]

(£0,34)  (£0,34)  (20,34)  (20,34) (£1,44)

)A/emm.o(+ = 3,03e+1,87a+1,59d+ 0,99 h+3,77ea+ 30,43edh [Eq2]
(£0,22)  (#0,25)  (0,25)  (0,25) (£1,19) (£7.18)

ﬁemio(% 5= 2,90e+2,10a+3,37d+ 1,00 7+ 21,51edh [Eq3]
(£0,26)  (£0,26)  (£0,29)  (£0,24) (£8,30)

Porseiots ) = 3,88+ 2,21a+2,30d+ 1,02 h+5,04ea+ 2,22ed + 2,32eh +3,00dh  [Eq4]

(£0,21)  (+0,21) (£0,21)  (£0,21) (£0,90) (+0,90) (+0,90) (+0,90)

Posaioi— 1) = 4, 04e+1,80a+1,84d +1,73h+4,82ah [Eq5]

(£0,43)  (£0,43)  (20,47)  (20,47) (£2,01)

fzemw(# o= 3,37e+1,44a+1,97d+1,07 h+3,61lea—16, 64ead [Eq6]
(£0,13)  (£0,13)  (0,13)  (£0,13) (£0,63) (+4,00)

);ensaio(—Jr = 3,87e+5,85a+3,37d—9,96ea—14,16ad—9,54 ah [EqT]
(£0,44)  (20,44)  (20,44) (#2,13) (#2,13) (#2,13)

f/ensm(H o= 6,61e+8,92a—-10,70ed—12,07 ad —7,99ah [Eq8]
(£0,58)  (£0,58) (£2,48) (£2,48) (£2,48)

onde e, a, d e h representam as proporcdes de etanol, acetona, diclorometano e hexano,
respectivamente. Os erros padrdo estimados estdo apresentados entre parenteses abaixo
dos seus respectivos coeficientes.

Analisando os modelos, podemos observar que na equagdo 1, o coeficiente linear
do etanol ¢ maior que da acetona, diclorometano e hexano. Das quatro misturas bindrias,
somente etanol:acetona (1:1, v/v) apresentou efeito sinérgico. Este efeito também foi
significativo nas equagdes 4 ¢ 6. Nas equagoes 2 e 3, o coeficiente linear do hexano foi
menos efetivo na extracdo, enquanto que o etanol foi maior que a acetona e

diclorometano na equacao 2 e diclorometano foi maior na equacao 3. O maior efeito de
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interagdo nos dois modelos (Eq. 2 e 3) ocorreu no coeficiente da mistura
etanol:diclorometano:hexano (1:1:1, v/v/v). A equacdo 4 apresentou outros efeitos de
interacdo bindria ndo significativos nos outros modelos, sdo eles etanol:diclorometano
(1:1 v/v), etanol:hexano (1:1, v/v), diclorometano:hexano (1:1 v/v). Na equagdo 5,
apenas a interacdo acetona:hexano foi significativa. Na equacdo 6, aparece o efeito
antagonico da mistura terndria etanol:acetona:diclorometano (1;1;1, v/v/v). Interessante
notar que nas equagdes 7 e 8, quando aumenta a temperatura e o processo de extragao
estd em repouso, aparecem trés efeitos antagdnicos que ndo sdo significativos nas outras
condicdes de extragdo. Na equacdo 7, o efeito da mistura etanol:acetona apresentam
efeito antagdnico, enquanto que nos demais modelos este efeito ¢ sinérgico.
Acetona:dicloronetano e acetona:hexano também apresentam efeito antagénico nos
modelos apresentados nas equagdes 7 e 8.

As curvas de niveis construidas a partir dos modelos matematicos ajustados
estdo apresentadas na Figura 3a-h. Para todas estas figuras, a propor¢do do hexano foi
zero, por apresentar o menor coeficiente linear. Observa-se que as Figuras 3 a, b, d, f
sao muito semelhantes, enquanto que a Figura 3¢ (- + -), difere das outras. As Figuras 3
g, h parecem bem semelhantes entre si. Para entender melhor a variagdo entre as
condi¢cdes experimentais, os dados da Tabela 1 foram sujeitos ao célculo de correlacao,
Tabela 3.

Interessante notar que o ensaio (- - -) mostra correlagdo com os ensaios
(+-+; 0.76), (+ + -; 0,70), (- - +; 0,61) e (+ - -, 0,61) e correlagdo com o parametro
solvatocromico 3 = 0,55. O ensaio (+ - -) mostra maior correlagdo com os ensaios (+ + -
; 0,85) e (+ - +; 0,82) e menor correlagdo com o ensaio ( - + -; 0,60) e com parametros
solvatocromicos a=0,59 e 3=0,59. O ensaio (+ + -) ¢ altamente correlacionado com o

ensaio (+-+; 0,88) e com os parametros solvatocromicos a=0,76 e f=0,58. Embora a
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correlagdo do ensaio (- + -) com (+ - +; 0,62) e (+ + -; 0,61) seja menor que 0,70, elas
sdo estatisticamente significativa no nivel de 95% de confianca. Esta condicdo de
extracao foi a Gnica correlacionada com 7, num valor de 0,54 ¢ como as outras a=0,78.
Estes resultados mostram a concordancia com as superficies de respostas, € o outro
exemplo € a correlacdao entre os ensaios (- + +) e (+ + +). Embora muitas superficies
apresentam-se similares, acabamos de ver que a correlagdo com os parametros
solvatocromicos de algumas delas sdo diferentes, dai infere-se que as classes de
metabolitos extraidos sdo diferentes. Por exemplo, os ensaios (+ - -), (++-), (- - +) e
(+ - +) provavelmente extraem mesma classe de metabolitos, uma vez que apresentam
correlagdes de a € mais ou menos igual a correlagdo com . Nos ensaios (- - -), (- + -),
(- ++) e (++ +), as classes de metabdlitos sdo diferentes, porque apresentam diferentes

parametros solvatocrdmicos.

Tabela 3- Matriz de correlagio dos rendimentos dos extratos e parametros
solvatocrOmicos.

(=) (=) () () =H D) ) (D o o p

(—) 1,00

(+-) 0,61 1,00

(-+) 039 0,60 1,00

(++) 0,70 085 0,61 1,00

(-—+) 061 039 035 059 1,00

(++) 0,76 0,82 0,62 088 065 1,00

(-++) 0,18 024 035 022 -001 018 1,00

(++) 034 036 0,16 027 022 029 0,77 1,00

n 0,17 0,05 054 011 -015 002 039 005 1,00

o 0,40 0,59 0,78 0,76 053 078 027 012 028 1,00
0,55 0,59 024 058 051 057 048 080 009 026 1,00
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Figura 3- Curvas de niveis para extragdes conforme planejamento de extracao simplex
centroide controlando as varidveis dos ensaios 1 a 8. a) ensaio (- - - ); b) ensaio (+ - - );
¢) ensaio (- + - ), d) ensaio (+ + - ), e) ensaio (- - + ), f) ensaio (+ - +), g) ensaio (- + +)e

h) ensaio (+ + +).
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Outra forma de observar a correlagdo entre as diferentes condi¢des de extragao
podem ser visualizadas por outro método quimiométrico de andlise multivariada. Os
dados da Tabela 1 foram colocados na forma de matriz 17 x 8 (17 diferentes misturas e
os 8 ensaios do planejamento experimental) e sujeitos a andlise de componentes
principais com rotacdo varimax, sendo assim vamos nomina-los de fatores. Quatro
fatores explicam 91,63 % da variancia total dos dados. A Tabela 4 mostra os loadings

varimax dos 4 primeiros fatores.

Tabela 4- Valores dos loadings varimax nos quatro fatores somando 91,63 %.

Fatorial  Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4
53

(---) -0,024 0,180 0,559 0,668
(+--) 0,253 0,167 0,072 0,9111
(-+-) 0,886 0,130 0,150 0,379
(++-) 0,298 0,101 0,334 0,830
(--+) 0,145 0,018 0,930 0,264
(+-+) 0,290 0,097 0,435 0,794
(-++) 0,277 0,924 -0,0745 0,047
(+++) -0,091 0,927 0,158 0,202

Observa-se na Tabela 4 que o fator 1 apresenta maior loading para o  ensaio
(- + -), no segundo fator 2 os ensaios (- + +) e (+ + +) sdo altamente correlacionados, o
fator 3 apresenta maior loading para o ensaio (- - +) e o fator 4 mostra correlagdes entre
0s ensaios,(- - -), (+ - -), (+ +-) e (+ - +) como na correlagao.

A Figura 4 mostra o grafico dos escores dos dois primeiros fatores que
correspondem a 75,07 % da variancia total. O fator 1 discrimina os extratos que contém
diclorometano na extracao, localizados na regido positiva do fator 1, enquanto que os
extratos preparados em hexano e suas misturas, encontram-se na regido negativa do

fator 1. O fator 2 positivo discrimina principalmente o extrato preparado em acetona.
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Com o auxilio do grafico dos loadings, Figura 5, podemos observar que no fator 1
positivo esta localizado o extrato preparado nas condi¢des de extragdo (- + -) ou seja, 24
remaceracdes de 30 min., temperatura 30 °C e modo de extracdo em ultrassom. Ja no
lado negativo, as condi¢des de extracdo para o ensaio (- - -) foram 24 remaceragdes de
30 min., temperatura -15 °C e modo de extracdo em ultrassom. Interessante que o fator 1
¢ caracterizado pelo pardmetro solvatocomico 7, ou seja saindo do extrato preparado em
hexano na dire¢cdo do extrato de diclorometano, os extratos ad, ead, ed e edh apresentam
maiores valores deste parametro. No fator 2, os ensaios (+ + +) e (- + + ), diferenciam o
extrato preparado em acetona nas condi¢oes: 6 remaceragdes de 120 min., temperatura
30 °C e modo de extracdo em repouso e 24 remaceragdes de 30 min., temperatura 30 °C
e modo de extracdo em repouso. Para este extrato o numero de remaceragdes parece nao

influenciar no procedimento de extragao.

o

Fator 2 (19,47%)
[ To}

ed
° dh
e..dﬂ ei‘d o ed

[ J=y
[ ]
)
a

-2 -1 0 1 2 3
Fator 1 (55,60%)

Figura 4- Grafico dos escores do fatorlxfator2 para os rendimentos obtidos em
diferentes solventes extratores, bem como condigdo de extracao.
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Figura 5- Grafico dos loadings do fatorlxfator2 para os rendimentos obtidos em
diferentes solventes extratores, bem como condi¢do de extracao

A espectroscopia no infravermelho permite determinar os tipos de ligacdes e
grupos funcionais e assim caracterizar qualitativamente substancias por comparacao
com dados tabelados.

Os espectros originais na regido do infravermelho estdo apresentados na Figura
6. Observando os espectros (- + -), (- - -) e (- + +) parecem muito similares, Figura 6a.
Na Figura 6b, observamos dois picos fortes no espectro (- - -) localizados em 1380 cm™
1450 cm™ e outros dois em 1035 cm™ 1085 cm™ quando comparados com o espectro
(- + -). Picos mais fortes sd@o obtidos no espectro (+ + +). De acordo com a literatura, o
pico em 1250 cm™'é caracteristico da lignina (DOKKEN; DAVIS; ERICKSON;
CASTRO-DOAZ; MARINKOVIC, 2005), mas outros picos sdo importantes para a
caracterizagdo das mesmas (SALIBA; RODRIGUEZ; MORAIS; PILO-VELOSO,
2001). O contetido de lignina nas folhas tém sido relacionadas ao estresse devido a
irradiacdo, onde folhas expostas ao sol apresentam contetido mais elevado de lignina

(JOUANIN; LAPIERR, 2012). O espectro (- + -) apresenta caracteristicas da cafeina. O
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espectro (- - -) apresenta dois picos intensos em 1376 cm™ e 1450 cm™ e 1040 cm™
1060 cm™, sendo estes ultimos atribuidos a arabinose ou polissacarideos hemicelulose
(COIMBRA; NUNES; BARROS; DELGADILLO, 2010). Ambos os espectros (- + +) e
(+ + +) também apresentam sinais caracteristicos de carboidratos e polissacarideos

(COIMBRA; NUNES; BARROS; DELGADILLO, 2010).
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Figura 6- Espectro infravermelho em diferentes solventes extratores, bem como
condicao de extragao.
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3.4 CONCLUSOES

Nos temos mostrado que o uso do planejamento de mistura associado ao
planejamento fatorial ¢ uma ferramenta util para monitorar extragdes de material
vegetal. Varia¢do nas condi¢des de extragdo para os mesmos solventes podem variar a
composicdo do extrato. Além disso, fortes correlacdes foram encontradas entre os
espectros obtidos nas diferentes condigdes com os pardmetros solvatocromicos. Os
espectros de infravermelho comparados aos loadings das componentes principais para
mostrou que ligninas, carboidratos e polissacarideos e cafeina parecem depender da

condicdo de extragdo.
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RESUMO

Impressdes digitais de folhas de Coffea arabica expostas a luz solar e
autossombreadas colhidas na mesma planta foram usadas para determinar as variagdes
das concentracdes dos metabdlitos devido a diferentes ambientes de luz e fases
fenoldgicas. Os rendimentos dos extratos nos solventes etanol, acetona, hexano e
diclorometano, bem como as suas misturas sdo apresentados. Os maiores rendimentos
para todas as folhas autossombreadas e expostas ao sol sdo obtidos com misturas
bindrias etanol-acetona. Analise de Componentes Principais (ACP) dos espectros de
FTIR dos extratos indicam diferengas espectrais entre 2962-2828 cm™', 1759-1543 cm’™
e inferiores a 1543 cm™ que podem ser atribuidos 2 maiores concentragdes de ésteres de
acidos graxos ou grupo éster em triglicerideos, cafeina, acidos clorogénicos e
carboidratos, que sdo mais predominantes em folhas na fase de floragdo. Os espectros
dos picos cromatograficos (CLAE-UV-DAD) dos extratos mostraram que folhas
expostas ao sol apresentam absor¢des mais fortes para a cafeina, acido clorogénico e
teobromina. Experimentos confirmatdrios para determinar a concentragdo de cafeina
realizados com curvas de calibracdo UV, mostram que a cafeina de folhas expostas ao
sol sdo cerca de duas vezes maior que as folhas autosombreadas da fase de floragdo. O
conhecimento da quantidade de cafeina em folhas de Coffea arabica é de importancia
ecologica, ja que plantas expostas ao sol parecem mais estressadas do que as
autossombreadas para esta espécie. As concentragdes lipidicas em folhas

autossombreadas sdo quase o dobro daquelas expostas ao sol.

Palavavras —chave: Impressdo digital, Coffea arabica leaves; planejamento de mistura,

analise de componente principal, CLAE-UV-DAD, exposi¢do a luz
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ABSTRACT

Fingerprints of self-shaded and sunlight-exposed leaves of the same Coffea
arabica plant were obtained to determine metabolic concentration changes owing to
different light environments and phenological stages. Leaf extract yields of the ethanol,
acetone, dichloromethane and hexane solvents, as well as their statistical design
mixtures, are reported. Highest yields are obtained with binary 1:1 ethanol-acetone
mixtures for all sun-exposed and self-shaded leaves. Principal Component Analysis
(PCA) of FTIR spectra of leaf extracts indicate spectral differences between 2962-2828
cm”, 1759-1543 cm” and below 1543 cm™ that can be attributed to higher
concentrations of fatty acid esters or the ester group in triglycerides, caffeine,
chlorogenic acids and carbohydrates that are more prevalent in leaves of flowering
plants. HPLC-UV-DAD spectra of the chromatographic peaks for the extracts showed
that sun-exposed samples contain stronger absorptions for caffeine, chlorogenic acid
and theobromine. Confirmatory experiments carried out with reference UV calibration
curves determined caffeine contents for sun-exposed leaves that are about double those
for self-shaded leaves of flowering plants. Knowledge of leaf caffeine content in coffee
Arabica is of ecological importance since sun-exposed conditions seem more stressful
than self-shading ones for this species. Lipid concentrations in self-shaded leaves are

almost double those that were sun-exposed.

Keywords: Fingerprint; Coffea arabica leaves, mixture design, principal component

analysis, HPLC-UV-DAD, light exposure
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4.1 INTRODUCAO

Dentro do ambito do sistema bioldgico, a analise funcional de metabolomas teve
um nivel de atividade intensa na ultima década. Impressao digital espectroscopica e
cromatografica tém sido cada vez mais usada para fornecer informagdes para o estudo
do material vegetal. Entre estas aplicagdes, impressdo digital quimica mostrou-se
especialmente til para diversas aplicacdes, tais como controle de qualidade,’
classificagdes taxondmicas® e diagnosticos de  doengas.’” Técnicas de impressido
digital™> também tornaram-se muito eficientes para analisar simultaneamente vérios
metabolitos e identificar diferencas entre eles. Eles sdo descritos por uma variedade de
métodos de analise que pode identificar e quantificar aproximadamente um grupo de
metabolitos associados com vias especificas. A vantagem da utilizagdo destes perfis ¢
que as variagdes do metabolito sdo observados principalmente por variagdes do padrao
cromatografico ou espectroscopicos, sem conhecimento prévio das identidades dos
compostos investigados. Recentemente, nosso grupo tem mostrado que o0s
planejamentos estatistico de mistura permite o desenvolvimento de procedimentos
rigorosos mas econdmico para o desenvolvimento de perfis de impressao digital dos
metabolitos extraidos de material de plantas.4'7

Café¢ arabica (Coffea arabica L.) tem o seu centro primario de diversidade no
sudoeste da Etiopia, Boma Plateau do Suddo e Monte Marsabit de Quenia.® Nos seus
ambiente naturais, o café arabica ¢ um arbusto lenhoso, perene a sombra de arvores
mais altas. Sua forma externa ¢ caracterizada por um crescimento dimorfico, que
consiste em tronco vertical (ortotrépico e plagiotrdpico) e ramos horizontais (modelo
arquitetonico de Roux).” A arquitetura da planta est4 direta ou indiretamente relacionada
com as multiplas fun¢des da planta, como a interceptacio de luz, fotossintese e

c o x 10
transpiragao.
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Culturas de café podem ser produzidas sobre sombra ou sob forma de

monocultura.'™*

Plantacdo autossombreada de cafeeiros sdo cultivadas entre arvores
mais altas ou sob um dossel de sombreamento de floresta natural. Em sistemas de
plantios modernos e intensivos, o café ardbica ¢ mais cultivado em monocultura, como
normalmente ocorre no Brasil,"” porque esses sistemas produzem maior rendimento do
fruto.

Nas plantas, em especial medicinais e alimenticias, as condi¢des ambientais que
induzem as reacdes fisioldgicas e de adaptacdes estdo estreitamente relacionadas com as
alteracdes bioquimicas observadas em seu metabolismo. Em plantas de café, essas
mudancas podem ser importantes para o produto final - qualidade de graos de café.
Muitos processos biossintéticos de metabdlitos secundarios e producdo de alcaloides
purina por células de C. arabica ocorrem sob irradidncia solar.'® As condigdes de
estresse estdo relacionadas com a acumulacdo de substancias defensivas qualitativas,
tais como alcaloides, glicosideos, e outros. Em sistemas agroflorestais (SAF)'%1721 3
diminui¢do da radiacdo incidente nas plantas de café, altera seu desenvolvimento
fenologico, refletindo com isso positivamente na qualidade da bebida.'' Como o café é
um dos mais importantes produtos comerciais em todo o mundo, é essencial saber como
a intensidade de luz e a densidade das plantas podem afetar a bioquimica e o
metaboloma da folha, e, posteriormente, a qualidade e metaboloma de graos.

O alcaloide cafeina ¢ o metabdlito mais estudado em café, principalmente
devido a sua atividade farmacoldgica.”? E produzido em folhas jovens e acumula-se nas
maduras.”® E considerado toxico para os fungos e insetos. A "teoria da defesa quimica"
propde que a cafeina em folhas jovens, frutos e botdes florais servem para proteger os
tecidos moles de predadores, como larvas de insetos e besouros.”* No café arabica, o

teor de cafeina nas folhas varia com a nutricdo mineral e omissdo de K induziu o maior

aumento do conteudo de cafeina em folhas, enquanto a omissdo de P e K apresentaram
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menores teores.”” Mazzafera et al.*® inferiu o papel alelopatico ou anti-herbivoro de
cafeina em folhas de café, discutindo o papel da cafeina como um composto de
armazenamento de nitrogénio e seu envolvimento na resisténcia contra doencas.

A abordagem de impressao digital metabolomica permite separar a dindmica de
qualquer perturbagdo biotica, abidtica ou genética na planta. Neste sentido, considera-se
que o impacto de qualquer elemento genético, fisioldgico ou do ambiente poderia ser
diagnosticado através da caracterizacdo quimica do material vegetal. Nossa hipotese €
que as folhas de café ardbica crescem sob condi¢des estressantes quando expostos a luz
intensa nas camadas superiores de monoculturas, ja que a espécie € originaria de areas
florestais naturalmente sombreadas. Para demonstrar esta hipotese, foram obtidas
impressoes digitais metabolomicas de folhas autossombreadas e expostas a luz solar de
mesma planta. Um planejamento estatistico de mistura foi realizado para desenvolver
impressdes digitais cromatograficas e espectroscopicas para comparar as composi¢cdes
dos metabolitos de folhas de C. arabica cultivadas sob diferentes arranjos e condigdes
de luz solar (folhas autossombreadas e expostas ao sol). Andlise de componentes
principais (ACP) foram usadas para analisar as impressdes digitais bem como para
comparar o desempenho das impressdes digitais na discriminacdo de folhas de C.

arabica de autossombreamento das expostas a luz solar.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Amostras das Folhas do Coffea arabica

As plantas de café arabica, IAPAR 59, foram cultivadas na area experimental do
Instituto Agrondmico do Parand, Londrina (23 © 18 ' S, 51 © 17'W), Parana , Brasil,

plantadas no ano de 1995 e aparadas duas vezes (2000 e 2008) junto ao solo. As plantas
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foram cultivadas em duas distribui¢des espaciais distintas: um arranjo retangular (3,0
mx 0,41 m) permitindo um espago de 1,25 m* para o desenvolvimento de cada planta
(8,000 plantas ha') e um quadrado (0,84 x 0,84 m), com 0,71 m® para cada planta
(14,000 plantas ha™). As folhas foram colhidas a partir de duas camadas do dossel:
superior (folhas diretamente expostas ao sol) e inferior (folhas autossombreadas). As
folhas foram coletadas a partir de ramos plagiotropicos garantindo dessa forma mesma
idade. As plantas foram observadas em duas fenofases: frutos amadurecendo em abril

de 2010 e final de floragao em outubro de 2011.

4.2.2 Reagentes

Os solventes acetonitrila e metanol (grau HPLC) foram adquiridos da VETEC
Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). A preparagdo da mistura da fase movel foi
realizada com dgua purificada pelo sistema de Milli - Q da Millipore. Hexano,

diclorometano, acetona e etanol, também foram adquiridos da VETEC, grau analitico.

4.2.3 Preparo das Extragdes

Para a extragdo do material vegetal foram pesadas 2,50 g de folhas secas de
Coffea arabica L., trituradas e submetidas a extracdo exaustiva com 60 ml de solvente
organico seguindo o planejamento experimental do tipo simplex-centroide de 4
componentes, composto por solventes puros etanol (e), acetona (a), diclorometano (d) e
hexano (h), seis misturas binarias 1:1, quatro misturas ternarias 1:1:1 e uma mistura
quaternaria 1:1:1:1, em iguais propor¢des, Tabela 1. Cada mistura foi colocada em
banho ultrassonico (Unique, modelo USC 1400) por duas horas. O banho foi mantido

gelado adicionando cubos de gelo. O extrato foi filtrado separando as solugdes das
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folhas de café. Este procedimento foi repetido mais onze vezes, de modo que o volume
total da mistura de solvente adicionado as folhas foi de 720 mL. Este solvente foi
evaporado num evaporador rotativo e, em seguida, mantida sob ventilagdo forcada até

peso constante.

Tabela 1- Planejamento de extra¢do para misturas simplex

Extratos Proporcoes

etanol acetona diclorometano hexano
1 1 0 0 0
2 0 1 0 0
3 0 0 1 0
4 0 0 0 1
5 0,5 0,5 0 0
6 0,5 0 0,5 0
7 0,5 0 0 0,5
8 0 0,5 0,5 0
9 0 0,5 0 0,5
10 0 0 0,5 0,5
11 0,333 0,333 0,333 0
12 0,333 0,333 0 0,333
13 0,333 0 0,333 0,333
14 0 0,333 0,333 0,333
15 0,25 0,25 0,25 0,25

4.2.4 Analise por Espectroscopia no Infravermelho

As andlises em FT-IR foram realizadas no espectrofotdmetro Thermo Scientific
Nicoleti S10, usando um acessorio ATR com janela de Ge com modo de medigao em
transmitancia, nimero de scans de 60, resolucao 4 cm’ e 32 scans registrados na faixa
de 675 a 4000 cm™. A ACP foi realizada nos espectros de infravermelhos completos
usando o software Statistica 6.0 (Statistica for Windows 6.0, Statsoft, Tulsa, OK , EUA,

1999).
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4.2.5 Preparo das Amostras para Analise em CLAE

Cada amostra foi preparada pesando 0,10 mg de extrato concentrado e re-
dissolvido em 1,00 ml de metanol . Esta solu¢do foi colocada num banho ultrassonico
(Ultracleaner 1400) durante 15 min, e posteriormente filtrado em filtro de membrana de
0,20 pm CHROMAFIL® XTRA PTFE-20/25 (Macherey-Nagel Gmbh & Co. KG,
Germany).

Quinhentos microlitros da fase movel foram adicionados a 100 pl de extrato
bruto. Uma aliquota de 20 pl desta solugdo diluida foi injetada na CLAE. As condigdes
cromatograficas foram: coluna Kinetex HILIC C18; 2,6 mm; 100 A°, com dimensdes de
150 mm x 4,6 mm (Phenomenex), coluna de guarda Kinetex HILIC, 4,6 milimetros
(Phenomenex) e taxa de vazdo de fluxo da fase movel de 0,5 mL min '. As analises
foram realizadas em cromatografo liquido SPD - M10AV Finnigan Surveyour 61607
equipado com um detector de arranjo de diodos Finnigan Surveyour PDA Plus e quatro
canais de bombas, Thermo Electron. O programa de gradiente usado foi de ACN:H,O
(15:85 v/v), 0-0,44 min ; ACN:H,O (35:65 v/v), 0,45-2,67 min ; ACN:H,O (90:10 v/v),
2,68-3,33 ; ACN:H,O ( 15:85 v/v), 3,34-15 min. A elui¢ao foi monitorada em 263, 274
e 325 nm. A separacdo satisfatoria foi em 274 nm. Os dados foram processados usando

software Chrom Quest 4.2.

4.2.6 Andlise de Cafeina e Lipidios

Para a extragao de cafeina,28 foram utilizados 2,00 g de folhas de C. arabica L.
secas e trituradas, aquecidas num banho com 50 mL de agua a 80°C (+ 2) com 4 ml de
acido sulftrico e mantidas em fervura durante 15 minutos. Apos este procedimento, a

amostra foi filtrada ainda quente e o funil e recipiente utilizados no processo passaram
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por um processo de lavagem que foi repetido por trés vezes com 10 mL de 4gua quente
acidulada com 4acido sulfurico. Este filtrado foi transferido para um funil de separagdo
com 30 ml de cloroférmio e extraido por trés vezes. A por¢do decantada foi filtrada com
papel de filtro pré-umedecido com cloroférmio. O cloroférmio foi evaporado num
evaporador rotativo a 50°C (= 2). O extrato foi mantido no forno até a completa
evaporag¢do do cloroférmio. A cafeina extraida foi diluida em 10 mL de dgua Milli-Q e
uma aliquota de 30 puL desta solucdo foi adicionada a 2970 mL de dgua Milli-Q. Para
quantifica¢do de cafeina, uma solucao estoque padrao foi preparada adicionando 0,10 g
de cafeina (Sigma Hidrus, PA) com 100 mL de agua (Milli-Q) e em seguida diluidas
para concentragdes de 0,0060; 0,0080; 0,0100; 0,0200; 0,0300 e 0,0400 mg/mL. As
extracdes de cafeina foram realizadas em triplicatas e a curva de calibragdo analitica foi
obtida a 274 nm no espectrofotdmetro de UV-VIS. Para a extracdo de lipidios, 5,00 g
de folhas secas e trituradas de C. arabica L. foram pesadas e colocadas num forno
durante quatro horas a 105° C + 2. As amostras foram submetidas a extra¢do Soxlet
com uma mistura de éter e éter de petrdleo (1:1) durante 6 horas a 55 °C (= 2). A
solugdo foi concentrada num evaporador rotativo e submetida & ventilacdo forgada até

alcangar uma massa constante. A massa de lipidios foi determinada em duplicata.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos da composicao do solvente sobre os rendimentos de extratos de folhas
de Coffea arabica estido apresentadas na Figura 1. Para colheitas de maturacdo e de
floragdo dos frutos, independentemente do arranjo de plantio, os rendimentos sdo
maiores para os extratos das folhas autossombreada. As diferencas foram mais

pronunciadas na segunda colheita com as folhas das plantas mais maduras. As folhas
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sombreadas da colheita de floragdo tiveram maiores rendimentos do que da colheita do

de maturagdo dos frutos.
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Figura 1- Rendimento do extrato bruto para diferentes propor¢des de solventes, etanol,
acetona, diclorometano e hexano para amostras a) autossombreadas e b) expostas ao sol
da colheita maturagdo de frutos e amostras ¢) autossombreados ¢ d) expostas ao sol da
colheita da época de florescimento, onde (Q) arranjos quadrado e (R) arranjos
retangulares.

As variagdes de rendimento com as composicdes dos solventes sdo semelhantes
para ambas as densidades de plantas e ambas as condi¢des de luz de cada fenofase. Os
rendimentos maximos relativos em todos os graficos de barras da Figura 1 sdo etanol
puro, misturas bindrias etanol-acetona; etanol-diclorometano; mistura ternéria etanol-
acetona-diclorometano e a mistura quaternaria envolvendo todos os solventes.

Os perfis semelhantes dos valores de rendimento (Figura 1) podem ser melhores

compreendidos através das determinacgdes de superficies de resposta para o rendimento
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do extrato bruto como uma fun¢do da composi¢do de extracdo do solvente. Os modelos
destas superficies foram validados pela realizacdo de andlise de varidncia (ANOVA) e
teste de falta de ajuste. Os modelos quadraticos para os rendimentos da fase de
maturacdo do fruto (fm) e de floragdo (ff) e para o arranjo retangular das folhas de
exposicdo ao sol (es) e autossombreadas (as), foram significativos ndo apresentando
falta de ajuste no nivel de 95 % de confianca (Tabela 2). As equacdes simplificadas,
contendo apenas coeficientes binarios estatisticamente significativos para os

rendimentos previstos sdo:

Y Ras(fm) = 0.49¢ + 0,292 + 0,20d + 0,18h +0,61ea+0,57ed+0,45ah )
(£0,04) (£0,04) (£0,04) (£0,15) (+0,15) (£0,15) (+0,15)

YRas(ff) = 0,62e + 0,43a + 0,46d + 0,27h + 1,19ea + 0,82ed (2)
(£0,04) (£0,04) (£0,04) (£0,04) (+0,17) (x0,17)
YRes(fm) = 0,2le + 0,20a + 0,12d + 0,12h +1,66ea+0,72ed (3)

(£0,04) (£0,04) (£0,04) (£0,04) (£0,19) (£0,19)

YRes(ff) = 0.28¢ + 0,20a + 0,024 + 0,09h +0,56ea+0,31ed+0,27dh (4)
(£0,03) (£0,03) (£0,03) (£0,03) (£0,11) (20,11) (£0,11)

onde e, a, d e h representam as propor¢des de etanol , acetona , diclorometano e hexano,
respectivamente. As estimativas dos erros padrdes estdo entre parénteses, abaixo dos
coeficientes correspondentes do modelo. Em todas as equagdes lineares os coeficientes
de etanol sdo maiores do que os outros solventes puros. Como mostrado na Figura 1, de
todos os solventes puros, 0 maximo rendimento ¢ com etanol. Todos os modelos contém
coeficientes  binarios  significativos para os solventes etanol:acetona e
etanol:diclorometano. Estes coeficientes positivos indicam a existéncia de interagdes

sinérgicas nas misturas destes solventes resultando em rendimentos mais elevados. O
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efeito sinérgico entre acetona: hexano ¢ significativa apenas na equagdo 1 e o

diclorometano:hexano, equacao 4.

Tabela 2-Anélise de varidncia (ANOVA) e falta de ajuste das regressdessignificativas
no nivel de probabilidade.

Nivel de significancia

Colheita Arranjo Exposicao Regressdo Falta de ajuste
1 R AS 0,000 0,633
1 R ES 0,003 0,163
1 Q AS 0,000 0,089
1 Q ES 0,011 0,054
2 R AS 0,000 0,878
2 R ES 0,000 0,122
2 Q AS 0,000 0,072
2 Q ES 0,000 0,010

O modelo cubico especial para os rendimentos da primeira e segunda colheitas
dos arranjos quadrados de folhas expostas ao sol e autossombreadas, ndo mostrou falta
de ajuste significativa no nivel de 95 % de confianga. As equacdes de previsdo
simplificadas para os rendimentos sdo:

P0as(fim) = 0.4le + 0,24a + 0,20d + 0,15k +0,75ea+ 0,68¢d + 0,29¢h
(£0,02) (£0,02) (£0,02) (£0,02) (£0,10) (£0,09) (£0,10)

+0,28ad + 0,28dh+2,34eah (5)
(£0,09) (£0,09) (+0,67)

P0as(fr) = 0,70 + 0,45a + 0,24d + 0,29/ + 1,34ea + 1,42ed +0,65ad
(£0,03) (£0,03) (£0,03) (£0,03) (£0,17) (£0,17) (£0,17)

+0,42ah+0,67dh-5,17eah-12,96edh +4,63adh (6)
(£0,17) (£0,17) (£1,03) (x1,03) (x1,03)

$Qes(finy = 0.28¢ + 0.13a + 0,14d +0,57ea+0,93dh+5,5%eah— 4,96adl (7)
(£0,05) (£0,05) (£0,05) (10,23) (£0,25) (:1,48) (x1,58)
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S0esqp = 0:26¢ + 0.17a + 0,09d + 0,05h +0,74ea+ 0,33¢h (8)
(£0,03) (0,03) (£0,03) (£0,03) (+0,09) (0,08)

+0,23ah+2,18ead
(#0,08) (£0,50)

Como encontrado nos modelos do arranjo retangular, os coeficientes de mistura
de etanol sdo os mais elevados de todos os coeficientes lineares nestas equacdes. Neste
arranjo (equagdes 5-8), todos os modelos contém coeficientes binarios e terndrios
significativos.

Todos os modelos possuem coeficientes binarios positivos significativos para o
etanol e acetona. Para as folhas autossombreadas os dois modelos tém coeficientes
binarios significativos de etanol e diclorometano embora o interagdo destes solventes
ndo seja significativas para as folhas expostas a luz solar. Os modelos de arranjos
quadrados tém maiores numeros de coeficientes significativos bindrios e ternarios. A
maioria deles sdo positivos, indicando efeitos sinérgicos da mistura dos solventes sobre
a extracao.

As curvas de niveis que contém os rendimentos maximos previstos das equacdes
(1-8) estao apresentadas na Figura 2. Os modelos para os rendimentos de extragdao das
folhas nas colheitas de maturagdo dos frutos e de floragdo, para ambos os arranjos de
plantas expostos ao sol e autossombreados preveem que rendimentos mais elevados
podem ser conseguido com misturas binarias acetona:etanol com volumes igual ou rico

em etanol.
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Figura 2 - Superficies de resposta para as amostras autossombreado e expostas ao sol
de maturagdo de frutos colheita, para arranjos quadrado (Q) e retangulares (R) de ambas
as colheitas.

A ACP foi aplicada a espectros FT-IR para encontrar a impressao digital, bem

como explorar as diferencas espectroscopicas de composigoes quimicas nas diferentes
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condig¢des de luz e fenofases das folhas das plantas de café arabica. Os dados espectrais
foram dispostos em uma matriz 152 x1725, correspondendo a espectros de 15 diferentes
proporg¢des de solvente com uma quintuplicata no ponto central, para folhas colhidas
nos arranjos retangulares e quadradas em condig¢des expostas ao sol e autossombreadas.
A Figura 3a mostra os escores para CP1 versus CP3, que responde por 93,2 % da
variancia total. Embora CP3 explique uma pequena porcentagem de varidncia, estes
pontos mostram uma clara separagdo entre as folhas nas fases de maturagdo dos frutos e
floragdo. Uma porcdo maior das amostras de folhas na fase de matura¢do do fruto
encontra-se no escore CP3 positivo, enquanto que as do periodo de floragdo estdo
localizados em seus valores negativos. A Figura 3b mostra loadings para CP1 e CP3 na
faixa espectral estudada. Trés principais regides contribuem para a separagao de folhas a
partir das duas fenofases do café, 2962-2828, 1759-1543 e abaixo 1543 cm’, incluindo
a regido de impressdo digital. A banda 1744 cm™ pode ser atribuida & vibragio C=0
associadas com ésteres de acidos graxos ou a grupo éster de triglicerideos, enquanto que
as bandas a 1658 e 1704 cm™ estdio associados com a absorgdo de cafeina. Uma vez que
essas bandas tém loadings negativos (Figura 3b) pode-se concluir que as folhas na fase
de floragdo sdo mais ricas nestes compostos do que as da fase de maturagdo do fruto.
Nas regides espectrais proximas a 2920-2850 cm™ sdo atribuidos estiramento CH,
assimétrico e CH simétrico de grupos metila. As bandas de 1739 e 1660 cm™ consistem
em estiramento C=0 de polissacarideos e C=C de lipidios e 4acidos graxos,
respectivamente.”’ A regido abaixo de 1543 cm™, incluindo a regido de impressdo
digital classica, tem loadings negativos e pode ser associado com 4cidos clorogénicos e
carboidratos que parecem ser mais predominante em folhas de plantas com flores.
Portanto, estes resultados sugerem que esta separacdo espectral das folhas nas duas

fenofases ¢ devida principalmente a polissacarideos, acidos graxos, proteinas e cafeina.
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Figure 3 — (a) Escores de CP1 versus CP3 b) Loading de CP1 versus CP dos espectros
de FT-IR obtidos das misturas conforme planejamento simplex-centroide de arranjos
quadrados e retangulares de ambas as colheitas.

Uma melhor separagdo foi obtida pela projegdo CP2 versus CP3, ndo mostrada

aqui. Para a fase de maturagdo de frutos, a mistura etanol: hexano (1: 1 v/v) discriminou
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as folhas de autossombreamento daquelas diretamente expostas ao sol, enquanto que
com este extrator a discriminacao ndo ficou clara para as folhas na fase de floragao. Para
as outras misturas do planejamento estatistico, ndo foram encontradas separacdo de
folhas autossombreadas e expostas ao sol.

A Figura 4 contém um grafico tridimensional com trés CP dos espectros de UV-
visivel dos extratos de folha entre 200 ¢ 611 nm com 94,7 % da variancia total dos
dados. A matriz de dados continha 140 linhas e 601 colunas. Quatro grupos principais
podem ser vistos aqui, onde o grupo no centro, bem separado dos outros trés, esta
indicado com um circulo. Este grupo contém os pontos que representam apenas 0s
espectros de folhas autossombreadas, obtidos dos extratos com solugdes de
diclorometano, 1:1 de etanol-hexano, 1:1 hexano-diclorometano e 1:1:1 etanol-

diclorometano-hexano.

A O O
AL D

|
: as

Figura 4 — Escores da CP1 versus CP2 versus. CP3 com 94,7 % da variancia dos dados
espectrais de UV-vis obtidos a partir das misturas simplex-centroide dos arranjos
quadrado (Q) e retangulares (R) da colheita de maturagdo dos frutos e de floracdo de
amostras expostas ao sol (es) autossombreada (as).
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A Figura 5 mostra os espectros UV obtido do detector arranjo de diodo DAD
dos picos cromatograficos para o extrato preparado com a mistura de etanol:hexano 1:1,
obtidos para as amostras de autossombreamento, expostas ao sol, arranjos retangulares e
quadrados. Amostras expostas ao sol contém absor¢des mais forte para a cafeina, acido
clorogénico e teobromina, que indicam concentragdes mais elevadas destes metabolitos
nestas folhas do que nas autossombreadas. O teor de cafeina da folha em café arabica
leva a uma interpretagdo ecologica para os quais as condi¢des expostas ao sol parecem
mais estressantes do que as autossombreada provenientes de camadas mais baixas da
floresta para esta espécie. Isto contrasta com os teores mais altos de cafeina nas folhas
de erva-mate llex paraguarienses que sdo cultivadas na sombra em comparacao com as
expostas a luz solar, onde as condi¢des de sombra sdo mais estressantes.’® A erva-mate
¢ originaria de florestas onde predomina Araucérias angustifolia, em habitat natural, ela

existe na primeira camada acima da espécie dominante.
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Figure 5. Espectros dos picos cromatograficos por HPLC- UV-DAD para o extrato,
preparado em mistura (eh) etanol: hexano obtidos para as amostras expostas ao sol e
autossombreada dos arranjos quadrados (Q) e retangulares (R).
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A diferenga entre os arranjos ¢ muito menos pronunciada do que o efeito da
exposicdo a luz solar direta ou ndo. Espectros de absorvancia entre 190-210 nm’' sio
atribuidos aos agucares e lipidios, tal que estes resultados estdo de acordo com aqueles
obtidos dos espectros I'V.

A Figura 6 contém graficos de barras com abundancias estimadas de cafeina a
partir das alturas de pico em 274 nm do espectro UV obtido por DAD dos picos de
cafeina. Abundancias de cafeina sdo normalmente maiores para todos os extratos de
folhas expostas ao sol, em compara¢do com as folhas de autossombreamento. Isto ¢
verdade para ambos os arranjos de plantio e colheitas. Um teste t-pareado foi realizado
em todas as 68 diferencgas de alturas dos picos de cafeina, DAD dos extratos de folhas
expostas ao sol e autossombreadas. As maiores abundancias de cafeina nas folhas
expostas ao sol sdo altamente significativas, acima do nivel de 99 % confianca. Testes t
das diferencas também foram realizados separados em extratos de folhas de cada
colheita. Essas diferencas em relagdo a colheita de floracdo foram significativas, acima
do nivel de 99 % de confianga, enquanto que os do estdgio de maturagdo dos frutos
foram significativos abaixo desse nivel, mas acima do nivel de 95 %.

Experimentos confirmatorios em triplicatas foram realizados diretamente sobre
os materiais de folhas autossombreadas e expostas ao sol determinando as percentagens
das abundancias de cafeina a partir das curvas de calibracio UV e lipidios dos
gravimétricos dos arranjos quadrados e retangulares de plantas de maturagdo dos frutos
e florescimento. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 3 juntamente com teores
de umidade e de cinzas. Como pode ser visto, teores cafeina para as folhas expostas ao
sol de ambos os arranjos para as plantas com flores sdo cerca de duas vezes os valores
das folhas autossombreadas. As diferengas sdo muito menores para as folhas das plantas
em fase de maturacdo dos frutos, indicando um efeito de interagdo entre a exposicao a

luz e periodo de colheita como encontrado anteriormente nas estimativas de abundancia
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DAD para cafeina. Em uma interpretacdo ecoldgica, a cafeina ¢ considerada um
metabolito secundério de protegdo,”* e plantas em floragio também emitem muitas
folhas novas, muito mais do que as plantas de amadurecimento de frutas. A area foliar
recém-formada € responsavel pela assimilacdo de carbono necessdrio tanto para o
desenvolvimento do fruto e estrutura de crescimento da planta acumulando metabolitos
mais protetores, enquanto que durante a maturacdo de frutos a area da folha ¢
responsavel apenas pela formagdo final de sementes. O teste ¢ pareado confirma as
diferencgas entre cafeina de folhas expostas ao sol e autossombreadas no nivel de 90 %

de confianga.
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Figura 6- Abundancia da cafeina estimada da altura dos picos por espectros DAD para
extratos com diferentes propor¢des de solventes etanol, acetona, diclorometano e
hexano para amostras a) autossombreadas e b) expostas ao sol de colheita de maturagao
do fruto e amostras ¢) autossombreadas e d) expostas ao sol de colheita de floracdo, para
os arranjos quadrado (Q) e retangular (R).
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Teores de lipidios sdo muito maiores nas folhas autossombreadas de ambos os
arranjos de plantas e fenofases que indicam o papel protetor lipidico eficiente dos
produtos do metabolismo secundério na sombra. Nao existem diferencas significativas

de lipidios para o tipo de arranjo ou fenofase da planta.

Tabela 3: Quantidades percentuais de umidade, cinzas totais, cafeina e de lipidios em
triplicatas para folhas colhidas na fase de amadurecimento dos frutos e floragao.

Arranjo Umidade Total cinza Cafeina Lipidios

Coleta de amadurecimento

Ras 8,25 8,43 0,50 3,18
Res 9,26 7,78 0,52 1,92
Qas 9,74 8,25 0,65 3,49
Qes 11,64 7,56 0,71 1,91

Coleta de florescimento

Ras 8,34 8,51 0,35 3,19
Res 8,80 7,99 0,83 1,96
Qas 7,75 7,96 0,43 3,51
Qes 8,80 7,07 0,74 2,02

4.4 CONCLUSOES

A abordagem de impressdo digital metabolica permitiu a caracterizagdo quimica
de material vegetal. FTIR, CLAE-UV-DAD e andlise quimica classica mostram que o
teor de cafeina, teobromina e 4cido clorogénico em Coffea arabica de folhas expostas
ao sol sdo cerca do dobro das encontrados nas folhas autossombreadas, indicando que as
condicdes expostas ao sol sdo mais estressantes do que as autossombreadas como as de
origem das camadas mais baixas da floresta para esta espécie. Isto contrasta com os
teores mais altos de cafeina em folhas de erva-mate llex paraguarienses cultivadas a
sombra em comparacio com aqueles expostos a luz do sol.*’ Folhas na fase de floragio

sdo mais sensiveis a exposi¢do a luz do que na fase de maturagdo. As concentragdes
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lipidicas em folhas Coffea arabica autossombreadas sdo cerca do dobro das expostas a
luz solar direta, o que indica o papel protetor lipidico eficiente dos produtos do

metabolismo secundario na sombra.
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RESUMO

Experimentos do planejamento fatoriais foram executados para determinar os
efeitos dos arranjos e densidade de plantio, bem como o grau de disponibilidade de luz
sobre a cafeina, acidos clorogénicos, lipidios, acucares redutores e cinzas de graos e
folhas de amostras de Coffea arabica. O teor de cafeina mostrou diferenca significativa
no nivel de 99 % de confianca entre as amostras de graos e folhas, em amostras
expostas a luz solar direta e indireta, de altas e baixas densidades de plantas e arranjos
de plantios quadrados e retangulares. As amostras expostas a luz solar direta tem
contetdo de cafeina menores (0,68 pg mL™) do que aqueles parcialmente protegida da
exposicdo ao sol (0,99 pg mL™"). Amostras de densidades altas de plantas que sdo
provavelmente mais protegidas da exposi¢cdo ao sol apresentam maior teor de cafeina
(0,98 png mL™) do que os de parcelas de baixas densidades (0,69 g pL™). Amostras de
padrdo quadrado de plantas, provavelmente, menos expostas ao sol, apresentam maior
teor de cafeina (0,97 pg mL™) do que aqueles a partir de padrdo de arranjos retangular
(0,70 pg mL™).

Palavras-chave: planejamento fatorial, Coffea arabica, cafeina, acidos clorogénico,

acucares redutores, lipidios, densidade de plantio, disponibilidade de luz.

ABSTRACT

Factorial design experiments were executed to determine the effects of plant
pattern and density as well as the degree of light availability on the caffeine,
chlorogenic acids, lipids, reducing sugars and ash contents of beans and leaves of

Coffea arabica samples. Caffeine content showed 99 % confidence level significant
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differences between bean and leaf samples, samples exposed to direct and indirect
sunlight, from high and low plant densities and from square and rectangular plant
patterns. Samples exposed to direct sunlight have smaller caffeine contents (0.68 pg
mL™") than those partially protected from sun exposure (0.99 pug mL™). High plant
density samples that are probably more protected from sun exposure have higher
caffeine contents (0.98 ug mL™") than those from low density plots (0.69 pg mL™).
Square plant pattern samples, probably less exposed to the sun, have higher caffeine
contents (0.97 pg mL™") than those from rectangular plant patterns (0.70 pg mL™).

Keywords: factorial design, Coffea arabica, caffeine, chlorogenic acids, reducting

sugars, lipid, plant density, light availability

5.1 INTRODUCAO

A espécie Coffea arabica ¢ originaria da Etiopia e cresce em florestas naturais e
em sistemas agroflorestais (MULETA; ASSEFA; NEMOMISSA; GRANHALL, 2007).
Grande parte das plantagdes de café de areas florestais do sudoeste da Etidpia crescem
naturalmente & sombra das arvores. O cultivo de café no Brasil ocorre geralmente em
pleno sol. Os ciclos de producao do café sdo cerca de 4-5 anos na monocultura e 6-7 no
sistema tradicional e sdo regulados pela poda. A poda de arvores de café¢ tem duas
fungdes essenciais: manter um rendimento suficiente durante toda a vida da arvore e
permitir que os frutos permanegam acessiveis (TERESSA; CROUZILLAT; PETIARD;
BROUHAN, 2010). As arvores plantadas em areas de luz solar direta tem alta producdo
de café nos anos de cultivo inicial, mas o esgotamento da planta ocorre como
consequéncia, a ndo ser que as condigdes de autossombreamento sdo impostas para

diminuir este efeito (VOLTAN; FAHAL; CARELLI, 1992). O efeito de sombra na
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qualidade do grao de café é mostrado como um fator positivo (VAAST; BERTRAND;
PERRIOT; GUYOT; GENARD, 2006).

Do ponto de vista agronomico, um dos aspectos mais importantes que
caracteriza os diferentes sistemas ¢ o nimero de plantas por hectare ou densidade de
cultivo, normalmente pesquisado em niveis baixos e altos. Estudos realizados em vérios
paises tém demonstrado que o cultivo de café adensado ¢ uma alternativa viavel para o
aumento da produtividade e também pode reduzir os custos. No Brasil, os estudos sobre
a densidade de plantas t€ém sido realizados por muitos anos por vdrios institutos de
pesquisa, incluindo o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), Instituto Agrondmico
do Paranad (IAPAR), Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG) e
Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecuaria (EMCAPA) (ANDROCIOLI FILHO,
2002). Sob cultivo denso, a maioria das folhas recebem luz solar moderada, que ¢
importante para as plantas adaptadas a sombra.

A qualidade do café ¢ o resultado de alguns atributos dados aos graos crus, tais
como, tamanho, cor, homogeneidade e normalmente est4 relacionado com a espécie. Do
ponto de vista quimico, a qualidade do grdo de café cru estd relacionada com os
componentes quimicos que dependem de genética de plantas, condi¢cdes ambientais e
estagio de maturacdo (LEROY et al., 2006; BERTRAND et al., 2012; MENEZES,
1994). Os principais constituintes do café sdo os acidos clorogénicos, cafeina,
trigonelina, fibra soluvel, diterpenos da fracdo lipidica, acucares, acidos e proteinas
(FARAH, 2012). O Coffea arabica é classificado como café de boa qualidade, pois tem
altas concentragcdes de carboidratos, lipidios e trigonelina (ILLY, 2005). Embora o
alcaloide mais popular do café seja a cafeina, a sua contribuicdo para a qualidade da
bebida ocorre principalmente como fator estimulante, contribuindo ao mesmo tempo
com menos de um décimo de sua amargura. Acidos clorogénicos contribuem com a

adstringéncia, amargor e acidez da bebida. Estudos destacam propriedades antioxidantes
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dos acidos clorogénicos e suas principais subclasses encontrados na natureza, como por
exemplo as atividades antivirais dos acidos dicafeoilquinicos e cafeoilquinicos contra o
adenovirus e herpes (FARAH, 2012). Os principais carboidratos, ndo estruturais
acumulados nas folhas e frutos de plantas de café, sdo amido e agucares soluveis
redutores (glicose e frutose) e aglicares nao-redutores.

A qualidade da bebida ¢ também atribuida as diferentes espécies, mas este
conceito ¢ muito superficial, uma vez que as mesmas espécies podem ter diferentes
composi¢des metabolomicas. Essas variacdes podem ser pelas condi¢des de solo e
clima, tais como as diferencas de altitude, formas de cultivo e os cuidados pos-colheita,
bem como diferentes procedimentos utilizados para secar grdos ou processa-los para
comercializacdo (SAKAI; BARBOSA; SILVEIRA; PIRES, 2015).

E bem conhecido que as diferengas de radiagdo captadas pelas plantas nas suas
estruturas podem causar alteragdes na fung¢ao de folha, bem como nas concentracdes do
metabolito. Alguns resultados tem mostrado que plantas adaptadas ao sol produzem
mais cafeina que as crescidas na sombra, embora a qualidade da bebida esteja
relacionada com o tempo de maturacdo influenciando o metabolismo de certos acidos.
Muitos estudos nas areas de ecologia e agronomia enfatizaram os efeitos do sol e
sombreamento em cultivares de café; entre os quais as caracteristicas fisiologicas
(FREITAS; OLIVEIRA; DELU FILHO; SOARES, 2003; MORAIS; CARAMORI;
RIBEIRO; GOMES; KOGUISHI, 2006; BARRADAS; FANJUL, 1986; FRIEND,
1984) caracteristicas morfologicas e estruturais (CESAR; MATSUMOTO; VIANA;
SANTOS; BONFIM, 2010; CUSTODIO; LEMOS; MINGOTTE; BARBOSA; POLLO;
SANTOS, 2014; ARAUIJO et al., 2008;. MATOS; WOLFGRAMM; GONCALVES;
CAVATTE; VENTRELLA; DAMATTA, 2009; OKUBO; TOMATSU; MUHAMAD;
HARASHINA; TAKEUCHI, 2012 ), os niveis de clorofila (RICCI; COSTA; PINTO;

SANTOS, 2006; CHAVES; TEN-CATEN; PINHEIRO; RIBEIRO; DAMATTA, 2008)
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diferencas microclimaticas (BARRADAS et al., 1986; CHARBONNIER et al., 2013) e
produtividade (CUSTODIO; POZZA; CUSTODIO; SOUZA; LIMA; LIMA, 2010;
RICCI et al. 2006; RICCI; COSTA; OLIVEIRA, 2011; LUNZ; BERNARDES; RIGHI,;
FAVARIN; COSTA; CAMARGO, 2007; STEIMAN; BITTENBENDER; GAUTZ,
2011; LADERACH et al., 2011) foram estudadas. Alguns estudos mostram que a
reducdo da luz solar na planta mudara a qualidade do grao em sistemas agroflorestais
(SAF) ou sob condigdes de alta densidade (MARTINEZ; AUGUSTO,; CRUZ;
PEDROSA; SAMPAIO, 2007; PREZOTTI; ROCHA, 2004).

Para empregar sistemas de alta densidade de plantas e maior produtividade,
plantas menores de café sdo desenvolvidas para esse meio de cultura. Um menor
espacamento entre plantas vizinhas aumenta a densidade de plantas por hectare (ha
planta™) e gera um maior nimero de grios (CARVALHO, 1986), mas ndo se pode
afirmar que havera melhora na qualidade. Quando as culturas sdo submetidas a
diferentes sistemas de plantio, por mudangas nos espacamentos das linhas e interlinhas,
a permeag¢do do sol sera diferente para cada arranjo de plantio, modificando a
temperatura interna, a circulacdo de ar e umidade entre as plantas (MAESTRI;
BARROS; RENA, 2001). Com um espacamento menor podera haver uma maior
competicdo entre plantas e, portanto, um aumento de ataques de pragas desencadeando
um conjunto de processos associados a defesa da planta (GREENBERG; BICHIER;
ANGON; MACVEAN; PEREZ; CANO, 2000).

A hipotese deste trabalho foi que a densidade de cultivo o arranjo de plantio ira
modificar as respostas fisiologicas dos graos crus e das folhas encontradas em diferentes
camadas vegetais de perfil vertical. Portanto, o objetivo deste estudo foi determinar o
efeito de dois niveis de exposi¢do de luz, baixo sol (autossombreamento) e pleno sol,
dois arranjos de plantio (retangulares e quadrados) e diferentes densidades de plantas

(altas densidades: 10.000 plantas ha™ e 6.000 plantas ha™') sobre as concentragdes de
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lipidios, cafeina, acucares redutores e acidos clorogénicos em graos cru e folhas da
cultivar IAPAR 59 (cruzamento entre Coffea arabica '"Villa Sarchi "e" Hibrido de Timor
"- Sarchimor) (GEROMEL et al., 2008). As diferencas encontradas nestes constituintes
para os graos e folhas combinadas com as de outros metabolitos podem servir como

prognostico da qualidade da bebida.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Amostragem

Os experimentos foram conduzidos no Instituto Agrondémico do Parana,
Londrina (23°18’S, 51°17°W), Parana, Brasil. A coleta dos frutos de cafeeiros Coffea
arabica L. de cultivares IAPAR 59, foram realizadas em diferentes angulos ao redor da
planta em 11/05/2011. As folhas dos ramos plagiotropicos foram coletadas em
07/10/2011 apo6s principal periodo de florada. Os frutos e as folhas foram provenientes
de dois sistemas de plantios: 6.000 ¢ 10.000 plantas.ha', com espaco por planta de 1,67
m” e 1,00 m?% respectivamente em dois arranjos de plantio, quadrado (Q) e retangular
(R). Na densidade de 6.000 plantas.ha” o arranjo retangular ¢ 3,00 m x 0,55 m ¢ o
arranjo quadrado com 1,29 m x 1,29 m. Para a densidade de 10.000 plantas.ha” o
arranjo retangular tem dimensdes de 3,00 m x 0,33 m o arranjo quadrado de 1,00 m x
1,00 m plantas.ha”. Também foram coletadas dois diferentes estratos do perfil vertical
da planta; uma coleta no dossel e outra 40 cm acima do solo. A radiacdo calculada
atenuada na parte inferior da planta varia de 2-10 % de radiacdo solar na escala diaria.
Os experimentos foram executados seguindo um planejamento fatorial de dois niveis
com quatro fatores, arranjo de plantio (retangular e quadrado), densidade de plantas

(6.000 e 10.000 plantas.ha™), disponibilidade de luz (sol e autossombreado) e 6rgios



90

vegetais (graos e folhas) . Além de economizar experimentos € proporcionar resultados
mais confiaveis do que um fator de cada vez, a abordagem do planejamento 2* permite a
determinagdo dos efeitos de interacdo, bem como os efeitos principais que poderiam ser

determinados por métodos univariados.

5.2.2 Preparo da Amostra

Os frutos cereja coletados foram secados no sol em terreiro de concreto até
atingir cerca de 12,5 % de teor de agua. Apos a secagem, foram removidos a casca e
pergaminho e graos defeituosos. Os graos verdes foram triturados em moinho
Laboratory Mill 3600 com nitrogénio liquido, peneirados em peneira de 0,71 mm
(ABNT n° 25), embalados em seladora Selovac 2B e armazenados em freezer a -20 °C.
As folhas foram passadas em agua destilada, cortadas com tesoura, colocadas para secar
em temperatura ambiente, trituradas em liquidificador, embaladas e condicionadas em
freezer -20 °C. As amostras foram submetidas as analises fisico-quimicas para teores de

umidade, cinzas, lipidios, cafeina, acido clorogénico, agucares redutores.

5.2.3 Cinzas

Para ambos os materiais, folhas e graos, pesou-se 3,0 g onde foram colocadas
em cadinhos previamente calcinados a 550 °C e levados ao bico de Bunsen para
carbonizagdo. Em seguida, o material vegetal foi incinerado a 550 °C em forno de mufla
(Marconi MA385) durante 12 horas, colocado num dessecador até temperatura
ambiente e pesado. A amostra foi entdo retornada ao forno de mufla a 550 °C durante
mais 12 horas e pesado. O procedimento foi repetido até que foi obtida uma massa

constante (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).
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5.2.4 Total de Lipidios

Na extracao dos lipidios totais dos graos verdes e folhas secas empregou-se o
método de Soxhlet (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). As extragdes foram
realizadas em triplicata com éter de petroleo (30-60 °C, Alphatec) e n-hexano (Fmaia)
na propor¢ao 1:1 (v/v). Foi fixada a velocidade/quantidade de 6 a 8 ciclos por hora a
temperatura constante e com fluxo de gotejamento entre 2 e 3 gotas por segundo. Foram
pesados 5,0 g de amostra, embalados em papel filtro (Qualy, 80 g/m?) e colocados no
aparelho de Soxhlet em 250 mL da mistura de solvente, na temperatura constante de
100 °C. O tempo de extracdo foi de oito horas. Para o célculo do rendimento, a fracao

lipidica foi recolhida e seca em ventilagao for¢ada (ventilador) até massa constante.

5.2.5 Clarificagao

Para quantificacdo dos agucares redutores, cafeina e acido clorogénico, as
amostras, folhas ou graos, passaram por um processo de clarificacdo. Pesou-se 0,50 g do
material vegetal, adicionou-se 5 mL de 4dgua destilada e foi levado por cinco minutos na
chapa de aquecimento sobre agitacdo. A solucdo foi filtrada com o funil de Buchner e
em seguida adicionou-se uma solucdo saturada de acetato de chumbo bésico
(Pb(C,H30,),.2Pb(OH),) (Cinética) precipitando as substancias interferentes como
aminodcidos, proteinas e lipidios (CECCHI, 2003). A solu¢do foi novamente filtrada em
funil de Buchner com papel de filtro e ao sobrenadante foi ascrescentado bicarbonato de
sodio (NaHCOs3) (Synth) para neutralizar o excesso de chumbo que precipitou na forma
de carbonato de chumbo (PbCOs). A solucdo foi filtrada em funil com papel filtro

(Qualy- 80 g/m?) e seu volume completado para 10 mL em baldo volumétrico.
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5.2.6 Agucares Redutores

Os agucares redutores (AR) foram quantificados por curvas de calibragao
seguindo uma adaptacdo fotométrica do método de Somogy (1952) - Nelson (1944).
Uma solugdo de 3 mg / mL de glucose padrao (Merck -cas 14431-43-7 ) foi preparada e
diluida 0,009-0,45 mg / mL. Todos os pontos de calibracio foram realizados em
triplicatas para teste de linearidade das curvas de calibragdo, como recomendado por
Pimentel e Barros (PIMENTEL; BARROS NETO, 1996), bem como Danzer e Currie
(DANZER; CURRIE, 1998). O valor F calculado de 2,28 no nivel de confianga de 95 %

de confianca ¢ maior que Fs 1», 3,11 , indicando que nao ha falta significativa de ajuste.

5.2.7 Cafeina

Foi utilizado material de cafeina certificado (Cerilliant, o CAS- 58-08-2) para
preparar solugdes de referéncia 0,1 pg / mL em trés réplicas. Para construcdo da curva
analitica foram feitas diluicdes nas concentragdes de 0,005 a 0,025 pg/ mL. As
quantificagdes foram feitas em triplicatas em cromatografo liquido de alta eficiéncia
SPD-M10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjo de fotodiodo (PDA) e bomba
quaternaria Termo-Electron Corporation. Na andlise foi utilizada uma coluna Cig
KINETEX, 2,6 um HILIC 100 A e um volume de injecio de 20 uL e vazdo da fase
mével 0,5 mL min"' com o solvente acetonitrila, ACN, (Lichrosolv EUR MERCK- grau
HPLC). A fase movel foi realizada em gradiente, com os tempos de 0-0,44 minutos
ACN: H,O (15:85 v/v); 0,45-2,67 minutos ACN: H,O (35:65 v/v); 2,68-3,33 ACN:H,O
(90:10 v/v) 3,34-12 ACN:H,O (15:85 v/v), com deteccdo monitorada no comprimento

de onda de 274 nm. (DELAROZA et al., 2014)
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5.2.8 Acidos Clorogénicos

Foi utilizado material de referéncia certificado de acido clorogénico (Aldrich-
cas 327-97-9) para preparar solugdes de referéncia 0,1 ug/mL em trés réplicas. Estas
foram diluidas para concentragdes entre 0,005-0,018 ug/mL. As quantificacdes foram
realizadas em triplicata, por cromatografia liquida de alto desempenho como descrito no
procedimento para a cafeina. A curva de calibracao foi linear, sem falta de ajuste no
nivel de confianca de 95 % (valor F calculado de 1,40 em comparacdo com um valor

critico 3,11).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram conduzidos seguindo um planejamento fatorial 2°,
Tabela 1 , onde estdo apresentados os valores médios das determinacdes em triplicata de
cafeina, acido clorogénico, agucares redutores, cinzas e lipidios totais.

Os resultados experimentais para a cafeina, agticares redutores, cinzas e lipidios
de todas as combinagdes dos dois niveis dos quatro fatores estdo indicados na tabela.
Os acidos clorogénicos foram medidos apenas para os graos de café, ja que suas
concentragdes nas folhas estavam abaixo do limite de detec¢do. Este planejamento
permite a determinagdo de todos os efeitos principais e de interacdo dos quatro fatores.

Os efeitos sao definidos por

Onde R, e R_ sdo médias dos resultados nos niveis altos e baixos de cada fator
ou de suas interagoes, respectivamente. Note-se a definigdo do efeito ¢ 0 mesmo que o
valor da diferenca usado nos testes ¢ pareado para médias. Um teste ¢ pareado para o

planejamento fatorial elimina todas as contribui¢des de variancia de outros fatores no
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planejamento exceto o de interesse para sistemas de resposta linear. Como resultado,
este teste tem mais precisdo do que outros métodos de comparagdo de médias, como os
testes LSD Fisher e Tukey, que sdo aplicadas usando valores de desvio padrdo (Tabela
2) que sdo afetadas por multiplas variagdes do nivel do fator obtido a partir de dados
sem consideragdes de planejamentos estatisticos.

A Tabela 2 apresenta os desvios médios e padrdes de cafeina, acidos
clorogénicos, aglicares redutores, cinzas e lipidios totais para as amostras de grios e
folhas, amostras com maior ou menor exposi¢do de luz, plantas de duas densidades e
amostras de arranjos de plantios retangular e quadrado. As amostras referentes aos
orgdos da planta, graos e folhas, mostram as diferengas mais significativas na Tabela 2.

Para os resultados dos teores de cinzas e de lipidios, os valores de ¢ calculados
sdo mais de dez vezes o valor de ¢ critico de 2,81 em 99 % de confianca.

A Figura 1 contém um grafico dos dados lipidios vs cinzas dos experimentos do
planejamento fatorial. Os pontos de amostragem dos graos no canto superior esquerdo
tém concentracdes de lipidios muito maiores do que as amostras de folhas na parte
inferior direito. Em contrapartida, as amostras de folhas tém teores de cinzas muito
maiores. As amostras de alta densidade tendem a ter concentragdes de lipidios mais
elevadas do que aquelas plantadas em densidade menor. Esta tendéncia ¢ indicada na
Tabela 2 com o teste-¢ de lipidios para densidade, significativo ao nivel de confianga de
95 %. Os testes de LSD Fisher e Tukey ndo detectam diferencas significativas nas
médias de altas e baixas densidades, porque as estimativas de varidncia contém
contribui¢cdes nos niveis de fatores relacionadas as mudangas nos orgdos da planta e
disponibilidade de luz e arranjos de plantios. Os teores lipidicos para os graos de café
tém médias de 14,46 pg mL™" em alta densidade ¢ 12,96 ug mL" em baixa densidade.
Isto também ¢ verdade para as amostras de folhas de alta densidade apresentando média

de 2,07 pg mL™" enquanto que uma menor média foi para as folhas de baixa densidade,
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1,53 pg mL™. Por outro lado os teores de cinzas ndo parecem depender da densidade de

plantas apresentado resultados do teste # ndo significativos.

Tabela 1- Planejamento fatorial para os orgdos da planta, disponibilidade de luz,
densidade de plantio e arranjos de plantio nas concentragdes de cafeina, acidos
clorogénicos, agticares redutores, cinzas e lipidios (ug mL™ ') e porcentagens de cinzas.
Os valores sdo as médias das determinagdes das triplicatas

Fatores - +

1. Arranjo de plantio Quadrado Retangular

2. Densidade de plantio 6000 10000

3. Disponibilidade de luz Pleno sol Autossombreada

4. Orgdo da planta Grao Folha

Fatorial Nivel do Fator Cafeina Acidos Acticares Cinzas Lipidios
Experimentos 1 2 3 4 clorogénicos redutores

1 - - - - 07076 0,1430 0,2359 3,6209 15,4977
2 + - - - 07744 0,1145 0,2830 3,9136 13,9307
3 -+ - - 1,3647 0,2571 0,4012 3,7277 15,3516
4 + + - - 08462 0,1697 0,2748 4,5344 12,5741
5 - - 4+ - 12934 0,3302 0,2443 3,8701 11,3823
6 + - + - 08815 0,1609 0,3844 4,1961 11,0206
7 -+ + - 11,9971 0,3221 0,1927 3,5024 14,9878
8 + + - 11,2098 0,0932 0,1220 4,8217 14,9216
9 - - - + 03626 nd 0,1986 7,7986 1,1523
10 + - - + 03682 nd 0,2248 8,0091 1,3236
11 - -+ 03428 nd 0,5586 7,4659 1,5721
12 + + - + 0,6200 nd 0,4926 8,0338 1,2359
13 - -+ + 06629 nd 0,1566 7,6018 1,2319
14 + - + + 05112 nd 0,3297 8,2847 1,8979
15 -+ + + 1,0235 nd 0,5657 8,0121 2,8202
16 + + + + 04337 nd 0,3746 8,3366 2,6608
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Tabela 2- Média, desvio padrdo e valores teste # emparelhados calculados para cafeina,
acidos clorogénicos, actcares redutores, cinzas e lipidios para os fatores orgao,
disponibilidade de luz, densidade e arranjo de plantio.

Fatores Cafeina Acidos Acucares Cinzas Lipidios
clorogénicos  Redutores
Grios 1,13+£0.44 0,199+0.096  0,27+0.09°  4,02+0.59 13,70£1.75
Folhas 0,54+0.23 0,000 0,38+0.16" 8,00+0.37 1,79+0.67
[teall 9,75 10,10 2,25 35,97 33,16
Sol 0,68+0.33 0,086+0.098  0,34+0.13 5,90+2.03¢ 7,85+6.69
Sombra 0,99+0.52 0,113+0.141 0,30+0.15 6,12+2.14¢ 7,66+5.73
teal 4,68 1,62 1,46 2,11 0,45
6000 0,69+0.33 0,094+0.117  0,27+0.08° 5,97+£2.14 7,24+6.00°
10000 0,98+0.53 0,105+0.127  0,37+0.16° 6,05+2.04 8,27+6.40°
[teall 4,44 0,94 2,30 0,74 2,74
Quadrado  0,97+0.55 0,132£0.149  0,32+0.16 5,70+2.08 8,00+6.58"
Retangular  0,70+0.30 0,067£0.076  0,32+0.11 6,32+2.04 7,5045.84
teal 3,50 3,39 0,14 4,95 2,09
a) Pares em negrito tem diferengas significativas ao nivel de confianca de 99 %. tcal (v=23, 99%) = 2,31.
b - f) Pares com as mesmas letras sdo diferentes no nivel de confianga de 95 % tcal (v=23, 95%) = 2,07.
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Figura 1. Gréfico de concentracdo de porcentagem de lipidios vs. cinzas. Os simbolos
n referem-se a baixa densidade do plantio; ¢ alta densidade do plantio - amostras de
grao, 0 baixa densidade e m alta densidade-amostras de folhas.
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O teor de cinzas parece depender da condi¢do de plantio da planta. O teste ¢ para

teores de cinzas nos arranjos quadrados e retangulares sdo significativos no nivel de
99 % de confianga. O arranjo retangular resulta em 4,37 % e 8,28 % de cinzas para
amostras de graos e folhas em comparagdo com 3,68 % e 7,72 % para o arranjo
quadrado. Isto pode ser visto na Figura 2 onde os pontos que representam arranjos
retangulares estdo localizados a direita e em valores mais altos de cinzas do que os
arranjos quadrados. As médias para os arranjos quadrados e retangulares também
mostram uma diferenga significativa no nivel de 95 % de confianga de acordo com os

resultados do teste emparelhados.
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Figura 2. Gréfico de concentracdo de lipidios vs. porcentagem de cinzas. Os simbolos
¢ referem-se a amostras de arranjo de plantio retangular e m amostras de arranjo de

plantio quadrado.

Os efeitos mais significativos sobre os acidos clorogénicos e cafeina estdo

listados na Tabela 2, ocorrem nos fatores graos e folhas. Como mencionado
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anteriormente as concentragdes de acidos clorogénicos ndo pode ser detectada nas
folhas, contudo as amostras de grios tem uma concentragio média 0,199 pg mL™"'. A
cafeina também tem efeito da densidade significativa, p <0,01. A Figura 3 contém um
grafico desses dois constituintes com simbolos indicando os niveis dos orgaos e
densidades de plantas. As amostras de folhas com 6.000 plantas ha™ estdo agrupadas em
baixas concentragdes de cafeina com uma média de 0,469 pg mL™' e uma concentragio
zero de acido clorogénico na Figura 3. Em contraste, a média de cafeina para amostras
com 10.000 plantas ha™ ¢ de 0,605 pg mL"'. Esta média é 28 % maior do que em
plantas de baixa densidade. Como pode ser visto na Figura 3, as amostras de alta
densidade tendem a ser posicionadas a direita com concentragdes mais elevadas de

cafeina do que as amostras de baixa densidade para ambas as amostras, graos e folhas.
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Figura 3. Grafico de concentragdes de cafeina vs. de acido clorogénico. Os simbolos o
referem-se ao ambiente com baixa densidade - amostras de graos e alta densidade -
graos o baixa densidade — e folhas m alta densidade.
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Um padrdo similar ¢ encontrado para as amostras dos grdos, exceto que as
dispersdes em valores de cafeina e 4cido clorogénico sdo maiores do que para as
amostras de folhas. As concentra¢des de cafeina sido 0,914 pug mL™ para amostras de
baixa densidade e 1,354 ug mL™' para as de alta densidade. A média de alta densidade é
48 % maior do que a de baixa densidade. As concentragdes de acidos clorogénicos sdo
0,211 pg mL™" ¢ 0,187 pg mL™', respectivamente, para as amostras de grios de baixa e
alta densidade. A Tabela 2 contém resultados significativos ao nivel de 99 % pelo teste-
t para concentragdes de cafeina nos fatores de disponibilidade de luz e arranjos de
plantios. A Figura 4 mostra o grafico das concentragdes de cafeina e acido clorogénico,
com simbolos que identificam as amostras em sol/sombra, disponibilidade de luz e
arranjos de plantios quadrado / retangular. Para o arranjo de plantio quadrado - amostras
autossombreada estdo a direita das amostras em condi¢des de luz solar direta. Esta
mesma discriminagdo ocorre para amostras autossombreadas e em pleno sol no arranjo
retangular em concentragdes de cafeina mais baixas do que as amostras de arranjo
quadrado. As Figuras 3 e 4 sugerem uma correlagao significativa entre as concentragdes
de cafeina e acido clorogénico das amostras de graos. Os célculos confirmam esta
observagao comr = 0,78.

Os agucares redutores ndo t€ém nenhum efeito de valor significativo no nivel de
99 % de confianca, mas os fatores 6rgdo da planta e densidade mostram diferencas
significativas em seus valores médios ao nivel de 95 %. O planejamento fatorial
mostrou que esses dois fatores tém um efeito de interagdo (+0,142 pg mL™), que é
maior do que os dois principais efeitos (0,108 e 0,103 pg mL™). Esta grande interagéo é
causada principalmente por grandes concentracdes de aclicares redutores em amostras
de folhas de plantas de alta densidade, que possuem uma média de 0,498 ug mL™, que é

cerca de duas vezes a média do restante das amostras, 0,262 pg mL™.
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Figura 4. Grafico de concentragdes de cafeina vs. acido clorogénico. Os simbolos o
referem-se ao arranjo retangular - amostras de luz solar direta e arranjo retangular
autossombreado - o arranjo quadrado- luz solar direta ¢ ™ arranjo quadrado -
autossombreada.
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A utilizacdo de planejamentos fatoriais, bem como planejamento de misturas
simplex-centroide nas extracdes de folhas e gridos de Coffea arabica foram
fundamentais para obter a impressdo digital cromatografica e espectroscopica e
respostas concisas nos sistemas estudados. Com o uso deste recurso foi possivel obter
novas informagdes e também confirmar as ja existentes na literatura.

Fortes correlagdes foram encontradas entre os espectros obtidos nas diferentes
condi¢des de temperatura, modo de extracdo e nimero de remaceragdes com o0s
parametros solvatocromicos. Os espectros de infravermelho comparados aos loadings
das componentes principais mostrou que ligninas, carboidratos, polissacarideos e
cafeina parecem depender da condic¢do de extragdo.

A abordagem de impressao digital por FTIR, HPLC-UV-DAD e anélise quimica
classica mostrou que o contetido de cafeina, teobromina e acido clorogénico em Coffea
arabica folhas expostas ao sol sdo cerca do dobro dos encontrados nas folhas
autoprotegida, indicando que as condi¢des expostas ao sol sdo mais estressantes do que
autossombreada. As concentracdes lipidicas em folhas de Coffea arabica
autossombreadas sdo cerca do dobro daquelas expostas a luz solar direta, o que indica o
papel protetor lipidico eficiente dos produtos do metabolismo secunddrio na sombra.

Nas densidades 10.000 versus 6.000 plantas.ha™ as concentra¢des mais elevadas
de cafeina estdo relacionadas a maior densidade de plantio, em graos e folhas, porém
esta tendéncia ¢ maior nos graos.

A comparagdo entre os arranjos mostrou que arranjos retangulares possuem
menores teores de cafeina, nos dois sistemas de luminosidade. O teor de cafeina, neste

estudo parece estar muito relacionado ao tipo de arranjo.
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Os teores de 4cidos clorogénicos foram maiores em baixa densidade, assim com a
cafeina.

Este estudo mostrou também que existe correlacdo entre cafeina e 4cido
clorogénico para as formas de plantio (10.000 versus 6.000 plantas.ha ) estudadas.

Os teores de cinzas ndo foram significativos em relagdo a densidade de plantas,
porém foram significativos aos arranjos de plantios. Arranjos retangulares apresentaram

maiores teores de cinzas que os arranjos quadrados em folhas e graos.



