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TORMENA, Claudia Domiciano. Desenvolvimento de métodos analiticos associados aos
métodos quimiométricos em metabolomica: efeito do incremento de CO; atmosférico em
folhas e gemas de Coffea arabica. 2018. 78 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Embora o CO, seja um dos maiores gases do efeito estufa, existem muitas incertezas a
respeito dos efeitos do aumento da sua concentragdo na composi¢cdo quimica das plantas,
especialmente as de grande interesse comercial. Este trabalho reporta o primeiro estudo
metabolico do impacto do didxido de carbono (CO,) nas gemas e folhas de plantas de Coffea
arabica L. cultivadas em atmosfera ambiente de CO, (390 uL CO, L") e atmosfera com
incremento desse gas (590 uL CO, L™). Planejamento estatistico de mistura, extragdo em fase
solida, espectrofotometria, espectroscopia no infravermelho préximo e andlise multivariada
foram utilizados para a obtencdo e andlise dos dados. O método de discriminacao
multivariada mostrou que gemas e folhas alteraram a composi¢do quimica devido ao aumento
da concentragdo de CO,. Folhas cultivadas em alta concentragdo de CO, mostraram um
aumento significativo na banda de cafeina em 272 nm do UV-Vis, em comparagdo com as
amostras cultivadas em nivel ambiente de CO,, indicando um aumento substancial na
abundancia de cafeina, que pode ser atribuido ao equilibrio quimico de sua biossintese. Para
as folhas da planta, sdo encontrados maiores niveis de 4cidos fendlicos em folhas cultivadas
em alta concentragdo de CO, ao passo que ndo nenhum aumento foi encontrado para as
bandas de caveol, canferol e quercetina. Através da espectroscopia no infravermelho proéximo
(NIR) aliada ao método minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS-DA) foi
possivel confirmar que um dos metabolitos discriminador para as amostras de folhas sdo do
tipo metilxantinas por apresentar bandas em 1572, 1610, 1664, 1684 e 1698 nm,
caracteristicas dessas substancias e indicadas pelos valores dos VIPs. Apos a suspensdo da
inje¢do de CO; as amostras de folhas apresentaram similaridade na composi¢do quimica
aquelas cultivadas em CO, ambiente tanto na analise de fator (AF) quanto no método de
minimos quadrados parciais com andlise discriminante (PLS-DA).

Palavras-chave: Dioxido de carbono. UV-Vis. CLAE. NIR. Quimiometria.



TORMENA, Claudia Domiciano. Development of analytical methods associated with
chemometric methods in metabolomics: effect of atmospheric CO; increase on leaves and
buds of Coffea arabica. 2018. 78 p. Dissertation (Master’s Degree Chemistry) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Although CO; is one of the largest greenhouse gases there are innumerable uncertainties
regarding the effects of increasing concentration on the chemical composition of plants,
especially those of great commercial interest. The first metabolic study of the impact of
elevated CO; on the buds and leaves of Coffea arabica L. plants grown in current atmosphere
of CO;, (390 puL CO, L) and an atmosphere with an increase of this gas (590 pL CO, L) is
being reported. Statistical mixture design, solid phase extraction, spectrophotometry, near
infrared spectroscopy and multivariate analysis were used to obtain and analyze the data.
Multivariate discrimination techniques showed that buds and leaves altered their chemical
composition due to the increase in CO, concentration. Leaves grown at high CO;
concentration showed a 32% area increase in the caffeine band at 272 nm of UV-Vis
compared to samples grown at current CO; level, indicating a substantial increase in caffeine
abundance, which may be attributed to the chemical balance of its biosynthesis. For the leaves
of the plant, higher levels of phenolic acids are found in leaves cultivated in elevated CO,
concentration whereas no increase was found for the bands of kahweol, kaempferol and
quercetin. Through the Near Infrared spectroscopy (NIR) and the Partial Least Squares with
Discriminant Analysis PLS-DA method it was possible to confirm that one of the
discriminant metabolites for leaf samples is of the methylxanthines type because it has bands
in 1572, 1610, 1664, 1684 and 1698 nm, characteristics of these substances and indicated by
the values of VIPs. After the CO, injection suspension, the leaf samples showed similarity in
the chemical composition to those grown in current CO; in both factor analysis (AF) and
Partial Least Squares with Discriminant Analysis PLS-DA.

Key words: Carbon dioxide. UV-Vis. HPLC. NIR. Chemometrics.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo ¢ composta por 4 capitulos. No Capitulo 1 é apresentada uma
introducao geral e uma pequena revisao bibliografica sobre o café, o didxido de carbono e os
métodos quimiométricos como andlise de fator (AF) e reconhecimento de padrdo
supervisionado baseado em minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS-
DA).

O Capitulo 2 tem como objetivo a otimizacdo de um método para identificar as
mudangas metabolicas em folhas e gemas de Coffea arabica L. cultivadas em atmosfera
elevada de CO, e avaliar o eventual efeito epigenético apds essas plantas retornarem a
atmosfera ambiente de CO; através de técnicas analiticas integradas. Os resultados desse
trabalho encontram-se publicados no periddico cientifico Talanta (Tormena, C. D.,
Marcheafave, G. G., Rakocevic, M., Bruns, R. E., & Scarminio, I. S. Sequential mixture
design optimization for divergent metabolite analysis: Enriched carbon dioxide effects on
Coffea  arabica L. leaves and buds. Talanta, 2019, 191, 382-389.
doi.org/10.1016/j.talanta.2018.09.002).

O Capitulo 3 tem como objetivo a construcdo de um modelo PLS-DA para
discriminar as amostras de folhas de Coffea arabica L. cultivadas em atmosfera elevada de
CO; e aplicar este modelo as folhas apoOs retornarem a atmosfera ambiente de CO,. Os
resultados referente a esse trabalho serdo publicados em um periddico cientifico e encontra-se
na fase de redagao.

No Capitulo 4 apresenta-se uma conclusdo geral acerca do trabalho desenvolvido.



O T CAPITULO I
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1.1. INTRODUCAO GERAL

Desde a criagdo do Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas (IPCC, do
inglés Intergovernmental Panel on Climate Change) houve o aumento constante no interesse
sobre as mudancgas climaticas e possiveis causas para essa mudanca. A partir do quarto
relatorio, publicado em 2007, admitiu-se com 95% de certeza cientifica que a maior causa das
alteracdes climaticas sio as atividades antropicas.’

As atividades antropicas provocam o aumento da concentragao de diferentes gases do
efeito estufa (GEE), particularmente do didxido de carbono (CO,). O aumento dessa
concentragdo de CO; pode alterar de forma significativa processos fundamentais em diversas
espécies agrondmicas com grande importancia financeira.” Por ser uma bebida de grande
valor economico ¢ uma das mais consumidas no mundo, o café ¢ uma das commodities
agricolas com producdo e comercializagdo apontadas como fatores de risco diante das
mudancas climaticas.”

Devido a sua importancia econdmica, alguns estudos estdo sendo realizados para
verificar como a exposicdo a estresses, tanto bidticos como abidticos, alteram a resposta e
composi¢io metabolica da planta podendo deixa-la mais resistente a exposi¢des futuras.” A
mudanc¢a da composi¢cdo metabdlica das folhas de café expostas a diversos estresses ja vém

8-10
sendo estudada

, assim como a reacdo das gemas ao alterar as condig¢des originais do
cultivo da planta“, contudo nada relacionado a exposi¢do a altas concentracdes de CO,.
Como as folhas possuem uma grande quantidade de informacgdes, a utilizagdo de técnicas
analiticas associadas a métodos quimiométricos possibilitam a identificacdo das fontes de
variagdo metabolica nestas plantas.

Diversas técnicas analiticas vém sendo utilizadas para detectar e identificar os

constituintes quimicos de amostras complexas, incluindo espectrofotdmetria no ultravioleta-

visivel (UV-Vis)'?, cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo diodos
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(CLAE-DAD)®, e mais recentemente a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR).'> A
utilizagdo dessas técnicas gera uma abundancia de dados, se fazendo necessario o uso de
ferramentas quimiométricas para a analise e interpretacdo dos dados. Neste contexto, o
objetivo geral dessa pesquisa foi determinar, através de técnicas analiticas e métodos
quimiométricos, as diferencas metabdlicas de folhas e gemas de Coffea arabica L. cultivadas
em atmosfera ambiente de didxido de carbono e atmosfera com o aumento da concentracao do

gas.

1.1.1 Objetivos Especificos

- Determinar o solvente extrator que discrimina as amostras de folhas e gemas foliares
de Coffea arabica L. cultivadas nas duas atmosferas de CO;

- Avaliar, através de instrumentos analiticos robustos, o possivel metabolito presente
nos extratos que discrimina as duas condi¢des de cultivo;

- Avaliar a possivel utilizagdo da espectroscopia NIR aliada ao PLS-DA para a
discriminacao das amostras de folhas cultivadas nas duas atmosferas de COy;

- Determinar a eventual memoria epigenética nas folhas apds a interrupcdo do

incremento de CO, na atmosfera na qual estavam cultivadas.
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Coffea arabica L.

O cafeeiro ¢ uma planta que pertence a ordem Rubiales, familia das Rubiaceas ¢
género Coffea. Dentro do género Coffea existem diversos subgéneros, um deles e o qual o
café pertence é o Eucoffea.”” De acordo com a regido em que o cafeeiro se origina pode
ocorrer varia¢do na quantidade de compostos quimicos e na sua aparéncia. E uma planta que
advém de regides tropicais do planeta, entre os tropicos de Cancer e Capricérnio.'* O café é
originario das florestas Etiopia, Quénia, Sudao e Congo e através dos holandeses ele chegou a
Europa. Em 1727 os primeiros graos de café chegaram ao Brasil e aos poucos as plantagdes
de café foram sendo disseminadas até se tornar o maior produtor do grao.">™”

Existem mais de 100 espécies do género Coffea, sendo 25 delas as mais estudadas.
Dentro dessas 25 espécies de maior estudo, duas possuem maior interesse econdmico que sao
Coffea canephora Pierre ex A.Froehner e Coffea arabica L. sendo que esta ultima representa
certa de 60-70% de todo o café mundialmente produzido.'*'>'®

A producdo econdmica de Coffea arabica L. € possivel em certo ambito geografico e
climatico, como por exemplo, as temperaturas diurnas e sazonais devem se aproximar de um
otimo de 18 — 24°C. Temperaturas acima desse 6timo podem acarretar em efeitos adversos no

19,20

crescimento, rendimento e qualidade do café. Quanto a pluviosidade, a produtividade do

café ¢ satisfatoria em areas com chuvas bem distribuidas e ocasionais de alta intesidade,
atingindo uma média de 1800 mm por ano."

Além da temperatura e pluviosidade, a altitude ¢ um importante fator para a
qualidade do grao de café arabico. As plantagdes desenvolvidas em regides montanhosas
levam um periodo maior para a maturacdo dos grados, visto que hd menor quantidade de

oA . . - .. 3 . .
oxigénio e por isso 0s graos possuem um sabor mais intenso.” C. arabica cresce em altitudes

preferencialmente acima de 1000 — 2000 metros ocorrendo em regides tropicais do planeta.'*
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O cafeeiro ¢ uma planta perene, ou seja, leva dois anos para completar seu ciclo
fenologico. A durabilidade desta planta ¢ de aproximadamente 10 a 15 anos na natureza,
contudo sua produtividade diminui consideravelmente apds poucos anos € por isso as arvores
comerciais devem ser regularmente renovadas.” Primeiramente formam-se os ramos
vegetativos e as gemas foliares que levam cerca de sete meses para completar sua formagao.
As gemas ortotropicas (verticais) podem formar os ramos plagiotrépicos (horizontais) e
também permanecerem adormecidas para produzirem as inflorescéncias. As gemas florais
ficam adormecidas até estarem prontas para a antese e posteriormente a florada do cafeeiro.
Em seguida, ocorre a granacao dos frutos e fase de maturagdo, e, apds a colheira, a auto-poda
em que ocorre a morte dos ramos plagiostropicos.*'

A produgdo de café no Brasil ¢ uma das atividades agricolas mais importantes sendo
0 maior produtor e exportator e o segundo maior consumidor, colhendo aproximadamente 55
milhdes de sacas na safra 2016/2017 e consumindo aproximadamente 20 mil sacas em
2016/2017.7%*

Os contrastes climaticos desempenham um papel importante para o desenvolvimento
do ciclo fenolégico do cafeeiro, pois afetam a floracdo e a matura¢io do fruto.” Portanto, a
producdo de C. arabica ¢ altamente dependente do clima e isso a torna uma das atividades
humanas mais sensiveis & variagio climatica.’*® As altera¢des climaticas trazem consigo
mudancgas drésticas na temperatura ¢ na pluviosidade e alguns modelo de predicdo indicam
que até 2100 o Brasil ird perder 95% da sua area de plantio de café arabica e até¢ 2080 havera
uma redugio de 90% da produgdo em regides africanas.”*® A principal causa das mudancas
climaticas ¢ o aumento da concentracdo dos chamados gases de efeito estufa (GEE) pela
atividade antropica, dentre os gases que provocam esse efeito o principal deles ¢ o dioxido de
carbono. Por isso, se torna importante o estudo de orgaos vegetativos para monitorar o efeito

das alteragOes atmosféricas no cafeeiro.



16

1.2.2. Dioxido de carbono

O dioxido de carbono (CO;) ¢ um gas incolor e inodoro formado por um atomo de
carbono e dois atomos de oxigénios ligados por uma ligacao dupla e ¢ um fraco &cido de
Lewis.”” O CO, ocorre naturalmente na atmosfera em pequenas quantidades, e ¢ uma
molécula fundamental na fotossintese, no ciclo do carbono e na respiragdo.”®

O CO, é um dos principais gases do efeito estufa de origem antropogénica.”’ O
aumento da concentragdo desse gas na atmosfera iniciou apds o comego da revolugdo
industrial, na qual a queima de combustiveis fosseis se intensificou.*

Durante a era pré-industrial o nivel de CO, na atmosfera era de 278 ppm
representando o equilibrio de fluxos entre a atmosfera, os oceanos e a biosfera terrestre. Em
2016 essa concentracdo aumentou em 145% devido, principalmente, as emissdes da
combustdo de combustiveis fosseis e producdo de cimento, o desmatamento e outras
mudangas no uso da terra. A média de concentragio de CO, em 2016 foi de 403 + 0,01 ppm.”
Estima-se que esse aumento pode continuar durante o século XXI chegando a concentracao de
550 ppm.3]

O CO; ¢ a primeira fonte de carbono no desenvolvimento das plantas, proveniente da

e , 2
assimilagdo do géas da atmosfera®>>

e apesar do aumento da sua concentracao atmosférica ser
um dos principais causadores do efeito estufa, o aumento antropogénico desse gas traz outras
A - 4 ~
consequéncias para as plantas.*® Segundo alguns trabalhos, o aumento da concentracio de
CO, provoca na planta o aumento da taxa fotossintética, a diminui¢do na condutancia
" A 63435
estomatica e o aumento da eficiéncia no uso de agua.
Instalagdes artificiais como, camaras de crescimento e camaras de topo aberto
possibilitam o estudo das respostas a curto prazo de exposi¢ao a alta concentracao de didoxido

de carbono. Por outro lado, o sistema de enriquecimento de CO; ao ar livre (FACE, Free Air

Carbon Enrichment) possibilita o estudo a médio e longo prazo das respostas fisidlogicas de
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plantas expostas a concentragdes elevadas de CO,.*

O sistema FACE visa estudar o crescimento e desenvolvimento das plantas quando
expostas aos niveis de CO; previstos para o fim do século. A tecnologia FACE nao utiliza
ambientes fechados na sua estrutura, em vez disso ela usa uma série de tubos verticais ou
horizontais para a liberagdo dos jatos do gas CO, puro. Comparado a outros tipos de
experimentos para o cultivo de plantas em enriquecimento de CO, (i.e. camaras de
crescimento e camaras de topo aberto), sua principal vantagem ¢ que nao modifica os fatores
ambientais tais como a radiagdo solar incidente, temperatura, umidade e vento, fatores estes

. . : 1
que podem influenciar na resposta final do experimento.*'~**’

1.2.3. Métodos quimiométricos

A quimiometria € a ciéncia que utiliza de métodos estatisticos € matematicos para
obter informagdes Gteis ¢ objetiva dos dados.”®* A quimiometria fornece uma ferramenta
poderosa na calibragdo de dados espectroscopicos e cromatograficos, aplicado em abordagens
direcionadas ou ndo direcionadas para discriminac¢io de amostras.***!

A andlise multivariada de dados pode ser supervisionada ou nao-supervisionada. Em
métodos nao supervisionados o objetivo ¢ encontrar agrupamentos ou relagdo entre as
amostras, sem qualquer conhecimento prévio de classes ou grupos. Incluem-se dentro da
analise multivariada ndo supervisionada a analise de componente principal, andlise
hierarquica e analise de fatores. J& o método supervisionado visa o desenvolvimento de um
modelo matematico de classificacdo, com base em um conjunto de dados contendo
observagdes quando a categoria ¢ conhecida. Sao empregados para classificar novas
observagoes (validagdes) e identificar a qual categoria pertence. Incluem-se dentro da analise
multivariada supervisionada a regressao dos quadrados minimos parciais e regressao dos

, . .. o . . 38.40
quadrados minimos parciais com analise discriminante.”
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1.2.3.1. Planejamento estatistico de misturas

A busca por metabdlitos em matrizes complexas depende de diferentes propriedades
inerentes as plantas e também dos solventes utilizados. A utilizagcdo de diversos solventes na
extracdo das amostras permite a maximizacao da extragdo de compostos quimicos da matriz
da planta. A maneira mais indicada para explorar como essa mistura de solventes se comporta
diante de amostras vegetais ¢ utilizando o planejamento estatistico de misturas.**

Um planejamento muito utilizado ¢ o planejamento simplex-centroide de trés
componentes, representado por um triangulo. Em um planejamento simplex-centroide de q
componentes o numero de pontos distintos é 29-1. Portanto, num planejamento de trés
componentes o numero de pontos ¢ igual a sete. As coordenadas sdo definidas pelas
combinagdes das propor¢cdes de componentes: as propor¢des de cada componente tomam
valores igualmente espacados de O a 1, isto é, o planejamento consiste em todas as
combinagdes possiveis (misturas) dos componentes onde as propor¢des para cada componente

r 434
¢ usado. P

1.2.3.2. Andlise de fator

A andlise de fator (AF) ¢ um termo genérico usado para descrever varios métodos
que analisam relagdes dentro de um conjunto de variaveis. A analise de fator cria um nimero
minimo de novas varidveis, que sao uma combinagdo linear das originais, de modo que as
novas variaveis contenham a maioria ou a totalidade das informag¢des. Essas novas variaveis
sao chamadas também de fatores. Os fatores sdo construidos de tal forma que a complexidade
geral dos dados ¢ reduzida, aproveitando as interdependéncias inerentes. Gerando um
pequeno numero de fatores que representard aproximadamente a mesma quantidade de
informacao que o conjunto de dados originais. Nesse sentido, a analise de fator ¢ um método

multivariado de dados.*®
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As principais diferengas entre analise de componente princial (ACP) e da analise de
fator dependem das maneiras pelas quais os fatores sdo definidos e das suposi¢des sobre a
natureza dos residuos. Na PCA, os fatores sdo determinados de forma a contabilizar o
maximo de variancia de todas as variaveis observadas. Enquanto que na FA, os fatores sdo
definidos para contabilizar a0 maximo as intercorrelacdes das varidveis. Sendo assim, a ACP

. . C e , . ~ 464
pode ser descrita como orientado para variagdo, enquanto a FA é orientado por correlagio.**’

1.2.3.3. Regressao dos quadrados minimos parciais com analise discriminante

O método de PLS-DA, acronimo para minimos quadrados parciais com analise
discriminante (do inglés Partial Least Squares for Discriminant Analysis), ¢ um método de
classificagdo linear que combina as propriedades da regressdao de minimos quadrados parciais
com o poder de discriminacdo de uma técnica de classificacdo.” Além disso, o PLS-DA ¢
classificado como um método de reconhecimento de padrao supervisionado aplicado a dados
de primeira ordem, ou seja, quando existe um vetor de respostas instrumentais para cada
amostra.*** O modelo do PLS-DA ¢ desenvolvido com base em algoritmos de regressio por
minimos quadrados (PLS) e em um limiar de discriminagdo bayesiano, o qual discrimina
amostras ap0s estimar probabilidades.*

O PLS-DA ¢ uma calibragdo multivariada que visa estabelecer uma relagdo entre os
dados da resposta instrumental e propriedades quimicas ou fisicas. Seu modelo ¢ construido
utilizando respostas experimentais de n amostras obtidas a partir de equipamentos analiticos.
Os dados obtidos sdo dispostos em uma matriz X e as propriedades de interesse sdao indicadas
em um vetor y. A matriz X ¢ decomposta em escores € loadings, com uma rotacao dos eixos a
fim de se obter uma maior correlacao entre X ey, por perder sua ortogonalidade os eixos sao
denominados variaveis latentes, que sao definidas para descrever a variabilidade dos dados X

associados aos dados y.”*?
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A construcao do modelo e a distribuicdo de valores de previsao obtidos nas amostras
de calibragdo ¢ necessaria para encontrar um valor limite que dividira as classes amostrais

49,51 .
%31 valores acima

com a menor probabilidade de falsas classificagcdes para previsdes futuras.
do valor previsto indicam que a amostra pertence a classe modelada.*®

A etapa de validagdo em um modelo de calibragdo ¢ importante para a escolha do
numero de varidveis latentes adequadas para a constru¢do do modelo. Essa escolha
geralmente se faz por meio da valida¢ao cruzada (CV, do inglés Cross-Validation) no qual
algumas amostras sdo separadas em um conjunto de validacdo e os modelos sdo construidos
com outros.*"**** Assim, o niimero de variaveis latentes pode ser designado pelo valor da raiz
quadrada da soma do quadrado dos erros de validacdo cruzada (RMSECV, do inglés Root
Mean Square Error of Cross Validation).

S -9,

i=l

RMSECV= Eq. (1)
n

[13%2]

Na qual, y; ¢ o valor de referéncia para a propriedade de interesse da amostra “i”, y, €

[19%2]
1

o valor da propriedade de interesse da amostra “i” previsto pelo modelo € n € o nimero de

. . ~ 4
amostras previstas no processo de valida¢io cruzada.*®
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EFEITOS DO AUMENTO DO NiIVEL DE DIOXIDO DE CARBONO EM

METABOLITOS DE FOLHAS E GEMAS DE Coffea arabica L.

2.1. INTRODUCAO

O aumento das emissdes de CO; através de praticas industriais e agricolas alteram a
composi¢do atmosférica em relacao a biosfera total da Terra. De fato, a concentragdo de CO,
vem aumentando até a alarmante taxa de 1 a 1,8 pL CO, L ar ano” e as respostas dos
ecossistemas sdo as maiores fontes de incertezas nas projecdes das mudancas climéticas.' As
diferentes espécies de plantas respondem as alteragdes climaticas, como aumento de
temperatura e periodos mais frequentes de secas, de diferentes maneiras com mudangas
morfolégicas, estruturais e fisiologicas.”™

A primeira fonte de carbono para o desenvolvimento das plantas ¢ proveniente da
assimilagdo do CO, atmosférico e sua concentracdo provoca mudancas nos processos
fundamentais das plantas como crescimento, produtividade agrondémica e qualidade.® O
aumento de CO, atmosférico pode gerar efeitos positivos no desenvolvimento de plantas,
especialmente aquelas com via assimilatéria C3, causando um aumento na fotossintese.’
Estudos realizados em trigo reportam um aumento na biomassa ¢ um aumento de 46% no
rendimento de grios.® A maior disponibilidade de CO, pode alterar a complexidade quimica
da planta (i.e. metabolitos secundarios) e os mecanismos de defesa, provocando uma
diferenca quantitativa em compostos fendlicos, flavonoides e taninos.*

O café, uma das maiores commodities agricolas cultivadas em mais de 80 paises, tem
sua producao e comercializagdo apontadas como fatores de risco diante das mudancgas

climaticas''™"

, € alguns modelos de predicdo indicam que havera uma redugdao de 90% da
producio em regides africanas até 2080.'° As incertezas diante das mudancas climaticas

afetam a manuten¢do financeira dos paises produtores. A fotossintese da planta de café
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responde positivamente ao aumento dos niveis da concentragdo de CO; sob o experimento
Free Air Carbon Enrichment — (FACE), especialmente em periodos de baixo crescimento do
primeiro até o quarto ano.*'” Apés o periodo de quatro anos sob condi¢des de CO, elevado, as
estruturas das plantas comegam a ter reducdo da area foliar, diametro de ramo e caule,
especialmente nas camadas inferiores, investindo em novas estruturas das camadas superiores
dos eixos de ordem superior juntamente com a furnover de raizes.*'®

A exposigado a diferentes tipos de estresses altera a resposta da planta. O processo de
fortalecimento ou endurecimento envolve uma exposi¢do prévia a fatores de estresses bioticos
ou abioticos, deixando a planta mais resistente para futuras exposigdes, o que ¢ chamado de
efeito epigenético.'” Por ser considerado um estresse abidtico o CO, pode causar esse efeito
nas plantas de café, principalmente nas partes mais expostas e orgaos de plantas iniciados e/ou
formados devido sua alta concentragao.

Em matrizes complexas o desenvolvimento de uma metodologia aplicada ¢
necessario para elucidar o impacto da alteracdo atmosférica no metaboloma das plantas e
obter resultados mais confidveis. Por essa razdo, desde 2003, nosso grupo desenvolve
pesquisas na interface analitica e produtos naturais. A busca de metabdlitos discriminatorios a
partir dessa abordagem depende de diferentes propriedades inerentes a composi¢dao da matriz
sob analise e dos solventes organicos empregados. Planejamento estatistico de misturas se
mostrou uma poderosa ferramenta para o estudo de preparo de amostras envolvendo processo

. . ,q- , . .. - .. L. 20-2
extrativo, fracionamento e analise cromatografica para discriminagio quimiométrica®® >,

26,27

. . A e ~ r 28,2 ~
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A alta variedade quimica de matrizes organicas em plantas ¢ uma das dificuldades
encontradas no estudo metaboldmico necessitando de maior desenvolvimento experimental,

: : 42-44
experimentos e equipamentos de alto custo.

Além de usar técnicas integradas e avangadas
para resolver esses problemas, o desenvolvimento experimental deve usar métodos de
pequeno impacto ambiental*® e miniaturizagio de processos (i.e. menor volume de solvente),
como extracio em fase solida™. Essas estratégias integradas devem considerar todos os
aspectos do conjunto de dados e analisar uma ampla gama de classes metabdlica ou
metabolitos especificos, fornecendo uma ferramenta valida para o avango do nosso
entendimento do complexo mecanismo regulatdrio das plantas. Abordagens multiparalelas
sd0 necessarias para expandir a cobertura da analise metabolica para uma verdadeira escala
metabolomica. Isso deve aumentar a habilidade de identificar mecanismos de adaptagdo frente
as mudancas climaticas e as respostas do aquecimento global nos metabdlitos.

Fracionamento multicomponente a partir do planejamento estatistico de misturas em
extracdo em fase solida foi aplicado para elucidar os diversos perfis metabdlicos de interesse
na analise de triagem non-target. O objetivo foi determinar as mudancas metabdlicas em
folhas e gemas de plantas adultas de Coffea arabica cultivadas sob condigdes de CO, elevado
e avaliar o eventual efeito epigenético apds retornar as concentracdes ambiente de CO,
através de procedimentos experimentais integrados a partir do planejamento estatistico de

mistura e analise exploratéria usando extracdo em fase solida e dados espectroscopicos e

cromatograficos.

2.2. MATERIAIS E METODOS
2.2.1. Material Vegetal
O experimento foi realizado sob a primeira instalagdo do FACE na América do Sul,

localizada na Embrapa Meio Ambiente, em Jaguariuna SP, Brasil (22°43'S, 47°01'0, 570 m
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de altitude). O solo da area experimental ¢ latossolo vermelho distroférico. O clima ¢ tropical,
tipo subtropical iimido (Cwa) de acordo com a classificagdo Kdppen, com verdo quente e
chuvoso e inverno seco. O sistema FACE estava localizado dentro de uma plantagdo de café
(Coffea arabica L.). Mudas de Catuai Vermelho IAC 144', com trés ou quatro pares de folhas,
foram transferidas para o campo em margo de 2011, em uma area de plantio de 3,5 m entre as
linhas e 0,6 m entre as plantas e as linhas. As plantas estavam delimitadas por anéis
octogonais (com 10 m de diametro), com cada anel contendo quatro linhas e 44 plantas. A
injecdo direta de CO, puro foi usada na metade dos anéis octogonais disponiveis, visando
aumentar a abundancia de CO; em 200 pL CO, L' acima do nivel da concentragao
atmosférica durante o periodo diurno. O enriquecimento do ar com CO, comecgou em 25 de
Agosto de 2011, com cerca de 390 uL CO, L. O nivel de CO;, foi medido no centro dos
anéis com analisadores de gas infravermelhos (Vaisala, CARBOCAP® Carbon Dioxide Probe
GMP343, Vantaa, Finland). O CO, era emitido fora dos anéis por tubos instalados a 0,9 e¢ 1,4
m acima do nivel do solo, seguindo a dire¢do do vento e velocidade méaxima de 0,5 ms™. A
injecdo do gas foi mantida até o final de junho de 2016, por um periodo de cinco anos.*’

As coletas de folhas e gemas terminais e laterais foram realizadas pela primeira vez
ap6s quatro anos da planta sendo cultivada sob FACE, no primeiro periodo de floracao, no
final de setembro de 2015. A coleta foi realizada em triplicata em diferentes posigoes da
planta (Figura 1), evitando interferéncia durante a andlise. As posi¢cdes de coletas para as
folhas foram 7, 8,9, 10 e 12 e para as gemas foram 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 ¢ 10.

A segunda coleta foi realizada em fevereiro de 2017, sete meses apoOs a injecdo de
CO; ter sido interrompida nos anéis octagonais do FACE. A coleta foi novamente realizada
em triplicata, e somente folhas foram coletadas nas posi¢des indicadas (com distancia de 50

cm entre as camadas verticais da planta, Figura 1).
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Ramo Ortotrépico

Figura 1. Esquema de posi¢des da coleta de folhas e gemas de plantas de Coffea arabica
cultivadas sob niveis ambiente e enriquecido com CO, nas instalagdes FACE. O ramo
ortotropico € o caule principal, enquanto as orientacdes cardinais sdo relacionadas aos ramos
plagiotropicos de 2* e 3* ordem sobre o perfil vertical da planta.
2.2.2.  Preparagdo das fragoes

Para o preparo das fragdes foram utilizados os solventes, de grau analitico, éter
etilico (e) Vetec (Sao Paulo, Brasil), diclorometano (d) e metanol (m) Anidrol (Sao Paulo,
Brasil) em diferentes propor¢des de acordo com o planejamento estatistico de misturas

(Figura 2). O processo extrativo consiste em trés solventes puros, trés misturas binarias e uma

mistura ternaria.
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Figura 2. Planejamento estatistico de mistura de trés componentes (éter etilico, diclorometano
e metanol) utilizando como extratores componentes puros, misturas bindrias e mistura
ternaria.

2.2.3.  Extra¢do em fase solida (SPE)

Para a extracdo em fase solida utilizou-se um cartucho de polipropileno com 500 mg
de fase soélida fixada entre dois filtros de 20 um (Silicagel, 0.060-0.200 mm; Acros organics).
A silica foi pré-condicionada aplicando 1,00 mL de metanol para permitir o ajuste da forca do
solvente de eluicdo.*®

100 mg de amostra bruta (folhas ou gemas) foi colocada diretamente no cartucho e
eluida com 10 mL de cada solvente ou mistura (Figura 2, Tabela 1). As elui¢des foram
realizadas considerando o parametro de for¢a da fase mdvel (€°) para a cromatografia liquido-
solido, e a sequéncia de elui¢do seguiu o aumento de forca®’, como indicado na Tabela 1. A
ordem de eluicdo foi 100% de éter etilico, 1:1 (v/v) éter etilico e diclorometano, 100%

diclorometano, 1:1:1 (v/v/v) éter etilico, diclorometano e metanol, 1:1 (v/v) éter etilico e
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metanol, 1:1 (v/v) diclorometano e metanol e finalmente 100% metanol, obtendo sete

diferentes fragdes a partir da ordem de eluigdo para cada amostra.

Tabela 1. Planejamento estatistico de mistura para o fracionamento e seus
respectivos parametros de forca da fase movel em ordem crescente de eluicao.
Ordem Notacao Solventes

(\]

Eluigio  Extrato  Eter Etilico(e) Diclorometano (d) Metanol (m) ¢

1 e 1 0 0 0.38
2 ed 0.50 0.50 0 0.40
3 d 0 1 0 0.42
4 edm 0.33 0.33 0.33 0.58
5 em 0.50 0 0.50 0.67
6 dm 0 0.50 0.50 0.68
7 m 0 0 1 0.95

2.2.4.  Agquisicao espectroscopica UV-Vis
As medidas espectroscopicas foram realizadas imediatamente apos a obtengdo dos
extratos utilizando cubeta de quartzo de 1 cm no espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo

Evolution 608, acoplado com o software Vision Lite € com monitoramento de 200 a 800 nm.

2.2.5.  Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada com um cromatografo
liquido SPD-M10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjos de fotodiodos (PAD)
Termo-Electro Corporation. A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna
de fase reversa Kinetex 2,6 pu Cig, tamanho 150 x 4,6 mm com um volume de injecao de 20
uL e vazdo de 1,0 mL min™'. A elui¢io foi conduzida usando o modo gradiente e como fase
moével A (acetonitrila + 5% dgua), B (agua) e C (metanol + 5% 4agua). As seis corridas

cromatograficas tiveram o tempo constante (0 a 30 min) e temperatura constante em 20°C. As
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combinagdes bindrias de fase movel tiveram gradientes variando de 100% a 0% da fase movel
inicial, formando seis combinacdes de fases moveis (Tabela 2). Os extratos das amostras de

folhas obtidas pela mistura terndria edm foram submetidos a separacdo cromatografica.

Tabela 2. Composicao da fase movel inicial para o gradiente de eluicdo das corridas

cromatograficas.
Corrida Fase movel Fase movel Fase movel
cromatografica A B C
1 100% 0% -
2 0% 100% -
3 100% - 0%
4 0% - 100%
5 - 100% 0%
6 - 0% 100%

* O gradiente final da corrida cromatografica ¢ oposto a condicao inicial.

2.2.6. Espectrometria de massa direta (IES-MS)

50 mg de extrato de folhas da mistura ternéria (edm) coletadas de plantas cultivadas
em ambiente com e sem enriquecimento de CO, foram pesadas e, entdo, dissolvidas em 1,00
mL de metanol (LC-MS Fluxa Analytical). As solugdes foram diluidas com 0,01 % de acido
formico (Vetec, Sio Paulo, Brasil) para obter uma solu¢io com concentracio de 1,00x107° mg
mL" de extrato. Os extratos diluidos foram injetados diretamente na fonte de um
espectrometro de massa Bruker (modelo Compact) equipado com um analisador de
quadrupolo e ioniza¢dao por electrospray (IES). As analises foram realizadas nos modos
positivo e negativo como uma forma de avaliar as diferentes fragmentacdes dos compostos
presentes nos extratos. Os dados foram adquiridos no modo de varredura variando de m/z de
80 a 1000 Da. A fonte de ionizacdo apresentou as seguintes condi¢des: tensdo capilar 3 kV,

temperatura da fonte de 150 °C, fluxo de gas do cone de 80 L h™', fluxo de gas de
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dessolvatacio 800 L h™' e temperatura de dessolvatacdo de 350 °C. O gas nitrogénio utilizado
para a nebulizagdo continha 99% de pureza. Os dados foram pré-processados utilizando o

software DataAnalysis 4.2.

2.2.7.  Andalise estatistica
O software Statistica 6.0 foi usado na andlise do conjunto de dados UV-Vis por
analise de fator e o software Origin Pro 8 foi utilizado para a plotagem dos graficos dos

loadings.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Andlise de fator (AF) foi aplicada aos dados de UV-Vis a fim de explorar as
diferencas na composicao quimica das folhas e gemas de cafeeiro cultivadas sob CO, elevado
e ambiente e determinar qual solvente do planejamento de misturas ¢ o mais adequado para
indicar estas diferencas. Essa analise exploratoria foi baseada nos perfis espectrais non-target

das fragdes obtidas a partir do planejamento de misturas da Tabela 1.

2.3.1.  Perfil metabolico de gemas de café apos o cultivo em CO; elevado

Os dados compostos pelas amostras de gemas coletadas em setembro de 2015 foram
dispostos em uma matriz com 601 linhas 140 colunas. As linhas contém as intensidades de
absorbancia nos diferentes comprimentos de onda e as colunas correspondem aos extratos do
planejamento de misturas de 10 amostras de gemas de plantas cultivadas em CO, ambiente e
10 amostras cultivadas em CO, elevado, com sete espectros para cada amostra. A analise de
fator foi aplicada para esse conjunto de dados obtendo, para os dois primeiros fatores, 79,8%

da variancia total dos dados.
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O grafico dos escores dos dois primeiros fatores para as gemas na Figura 3 mostra
discriminacao de trés grupos. O grupo 1, localizado na parte superior do grafico, é formado
pelas amostras obtidas pelos solventes diclorometano (d), diclorometano/metanol (dm), éter
etilico/diclorometano (ed) e éter etilico/diclorometano/metanol (edm). O grupo 2 na parte
inferior do grafico foi obtidos pelas fracdoes em éter etilico (e), €ter etilico/metanol (em) e
metanol (m). O grupo 3 sdo os perfis das gemas expostas a nivel de CO, ambiente obtidas a
partir da eluigdo com diclorometano (d). Todas as elui¢des com diclorometano puro para as
gemas com niveis de CO; elevado estdo contidas no grupo 1. Dessa forma, o perfil quimico

para as amostras de gemas ¢ discriminado pelo diclorometano puro nos grupos 1 e 3.

0.8
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04r

Fator 2 (27.05%)
o
o

-1.0 0.8 0.6 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Fator 1 (52.78%)

Figura 3. Grafico dos escores da andlise de fator para a composicdo quimica de gemas
coletadas de plantas cultivadas em niveis de CO, ambiente (®) e CO, elevado (A) no
experimento FACE, destacando-se as elui¢des realizadas com diclorometano puro (d).
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2.3.2.  Discriminag¢do do diclorometano para as gemas

Os espectros das replicatas para as amostras de gemas eluidas com diclorometano
foram dispostos em uma matriz de 601 linhas e 60 colunas, com as linhas designando as
intensidades de absor¢do para os diferentes comprimentos de onda e as colunas
correspondendo aos 30 extratos de gemas com concentracio de CO, elevado e 30
correspondentes as gemas com concentragdo de CO, ambiente.

Figura 4a contém o grafico dos escores para as fragdes de gemas eluidas com
diclorometano puro. Fator 2 discrimina essas amostras. A regido positiva do fator 2 contém os
pontos das gemas com nivel ambiente de CO, enquanto a regido negativa corresponde as
amostras de gemas com CO; elevado. O gréafico dos loadings na Figura 4b mostra que os
metabolitos da banda em 235 nm sdo predominantemente para amostras de CO, ambiente
enquanto que os metabolitos da banda em 228 nm estdo mais concentrados em amostras de
CO;, elevado.

A dispersdao dos pontos das posigdes 4 e 7 nos ramos plagiotropicos possuem uma
grande divergéncia (Figura 1). Gemas da posi¢cdo 7 estdo localizadas na parte terminal do
ramo plagiotropico da orientacao norte/sul na parte inferior da planta. Gemas da posicao 4 dos
ramos plagiotropicos com orientagdo leste/oeste estdo localizados na parte superior da planta.
A Figura 4 mostra que as gemas localizadas na posi¢do 4 possuem uma maior abundancia de
metabolitos associados com a banda de 235 nm que aquelas na posigao 7. A forte absorcao em
235 nm pode ser atribuida aos grupos cromoforos dos acidos graxos poliinsaturados
oxigenados.”® A analise de gemas de café indica que as mudancas metabolicas nesta planta

devido a concentragao de CO; se inicia no estagio inicial das vias foliares do cafeeiro.
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Figura 4. a) Grafico dos escores dos espectros de UV-Vis de gemas coletadas em diversas
posicdes de plantas de Coffea arabica cultivadas em niveis de CO, ambiente (o) e CO,
elevado (A) no experimento FACE e eluidas com diclorometano. b) Grafico dos loadings

para os dois primeiros fatores.
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2.3.3.  Perfil metabdlico das folhas de café apos cultivo em CO; elevado

Os espectros das folhas coletadas em setembro de 2015, ap6s quatro anos de injecao
de CO,, foram registrados em uma matriz com 601 linhas e 70 colunas. As linhas contém as
intensidades de absorbancia nos diferentes comprimentos de onda e as colunas correspondem
aos extratos do planejamento de misturas de dez amostras, cinco amostras de plantas
cultivadas em CO, elevado e cinco cultivadas em CO, ambiente, sete espectros para cada
amostra. A andlise de fator foi aplicada para esse conjunto de dados obtendo, para os dois
primeiros fatores, 77,4% da variancia total dos dados.

Figura 5 mostra a projecdo dos dois primeiros fatores no qual dois grupos sdo
discriminados. Grupo 1 estd localizado na parte superior do grafico e ¢ formado pelas
amostras obtidas pelos solventes diclorometano (d), diclorometano/metanol (dm), éter
etilico/diclorometano (ed) e éter etilico/diclorometano/metanol (edm). O grupo 2 na parte
inferior do grafico foi obtidos pelas fracdes em éter etilico (e), éter etilico/metanol (em) e
metanol (m). Assim como na discriminacao das gemas, o diclorometano caracteriza um grupo
enquanto éter etilico e metanol outro. Esses solventes possuem uma extensa combina¢do de
propriedades quimicas e fisicas, mas a separagdo por solvatacdo depende da sua capacidade
de dissolver metabolitos, o que pode ser caracterizado pelos chamados parametros
solvatocromicos.”' A principal diferenca entre os pardmetros solvatocrémicos para esses dois
grupos (diclorometano e éter etilico/metanol) esta presente em suas basicidades, . Esse
parametro estd relacionado com a capacidade do solvente doar um par de elétrons em uma
ligacdo de hidrogénio entre o soluto e o solvente. Diclorometano possui basicidade zero (p =
0), enquanto éter etilico, p = 0,47, e metanol, B = 0,95 sdo maiores. A ligacao de hidrogénio ¢

a principal fonte de separagdo para esse grupo.
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Figura 5. Gréfico dos escores da andlise de fator para as fragdes extraidas com os solventes
do planejamento estatistico de misturas para as folhas de cafeeiro cultivadas em CO, ambiente
(@) e CO, elevado (A) no experimento FACE.

A comparacao grafica dos espectros permite a identificagdo de sutilezas até entdo
nao vistas no processo de separagdo pelos varios solventes. A Figura 6 mostra os espectros de
absorbancia média para os dois grupos obtidos pela AF, exibidos na Figura 5. Os principais
comprimentos de onda presentes no grupo de amostras eluidas com diclorometano sao
indicados na Figura 6a. A fracdo edm possui absorbancia maxima em 227 e 273 nm, enquanto
que as fracoes d, dm e ed apresentam maxima em 228 e 275 nm. Em folhas de café, a regido
de 270-300 nm ¢ caracteristica dos metabolitos com bandas devido a promocgao de elétrons do
oxigénio de um orbital ndo-ligante para um orbital & antiligante (C=0O; n—n* banda), como,
por exemplo, as metilxantinas, possivelmente a cafeina.’? Esses metabolitos apresentam uma
segunda banda de alta intensidade com menores valores de absorbancia, 190-200 nm.
Inumeros compostos possuem absorcao tipica nessa regido espectral. Os extratos dm ¢ edm
possuem os maiores valores de absorbancia entre as diferentes fracdes, porém com bandas

distintas. Os espectros da fragdo dm apresenta absorbancia em 381, 430 e 455 nm enquanto



42

que o espectros de edm apresenta absorbancia em 416 e 450 nm. Os carotenoides absorvem
na regido de 400-500 nm devido a sua intensa coloragdo.” A banda em 666 nm foi atribuida a
clorofila ou derivados.”® Os extratos ed e d ndo separaram pigmentos da matriz, ento,
diclorometano nao ¢ recomendado para extragdo de pigmentos.

Figura 6b mostra espectro médio para amostras do grupo éter etilico/metanol em que
absor¢ao em 213 nm ¢ encontrada para as trés fragdes. O extrato de metanol apresenta banda
em 265 nm enquanto o em absorve em 275 nm. Na faixa de 400-700 nm a banda em 666 nm ¢
encontrada para as trés fragdes, embora a eluicdo com éter etilico apresente um maximo de
absorcdo em 407 nm. Existem absorbancias similares para sistemas de pigmentos que
apresentam dupla ligacdo conjugada, enquanto que as fragdes em e m apresentam absor¢oes
em 409, 438, 469 nm, caracteristicas de carotenoides. Embora existam excegoes, essas bandas
sao consideradas como valiosas hipoteses de trabalho e ndo como leis de caracterizagao
completamente rigidas para a informagdo metabolica do processo de fracionamento. A
energia caracteristica de uma transicao ¢ uma propriedade de um grupo de dtomos, em geral, a
grande variedade de absor¢des nos perfis quimicos indica a diversidade quimica no processo
de separagao para diferentes eluentes.

Figura 7 mostra a ampliagdo de parte da regido positiva do fator 2 dos extratos das
folhas. Nessa regido os perfis eluidos com a mistura ternaria (edm) fornecem uma discreta
separacao das amostras de folhas cultivadas em nivel de CO, ambiente e elevado, entdo essa
mistura de solventes possui a maior variedade de informagdo metabdlica relacionado a

modificagao ambiental.
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Figura 6. Espectros médios de absor¢ao UV-Visivel para as fracdes eluidas correspondentes
ao planejamento de misturas para folhas de Coffea arabica obtidos de dois grupos pela analise
fatorial, a) Grupo 1 (d, dm, ed, edm) b) Grupo 2 (e, em, m).
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Figura 7. Ampliacao de parte do quadrante positivo do grafico dos escores dos dois primeiros
fatores para as folhas coletadas de plantas cultivadas em CO, ambiente e elevado no

experimento FACE.
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2.3.4.  Discrimina¢do da mistura ternaria para folhas

Os extratos das folhas, obtidos a partir da mistura ternaria (éter
etilico/diclorometano/metanol), foram as que mais se distinguiram em relacao as condicoes de
CO; em que estavam cultivadas. Para aumentar a robustez da andlise, quinze amostras de
folhas de diferentes posi¢des da Figura 1 foram coletadas e tratadas com essa mistura de
solventes. Os dados espectrais para as folhas foram arranjados em uma matriz contendo 30
colunas correspondentes as amostras € 601 linhas correspondentes as diferentes intensidades
de absorbancia. Figura 8a mostra o grafico dos escores para as fragdes extraidas com a
mistura terndria para as amostras de folhas de CO, ambiente e elevado. Fator 2 discrimina
dois grupos, um com amostras cultivadas em CO, ambiente na parte superior € outro com
amostras cultivadas em CO, elevado na parte inferior. A partir do grafico dos loadings desse
fator, Figura 8b, a banda em 227 nm apresenta maior peso para as amostras ambiente
enquanto a banda em 273 nm se correlaciona com amostras de CO, elevado.

A dispersado dos escores no fator 1 (Figura 8a) estd relacionado as diferentes posi¢des
das folhas ao longo do perfil vertical do cafeeiro. As extremidades para amostras ambiente
sao ocupados pelas posicoes 8 e 12. Folhas da posicao 8 sdo encontradas no exterior dos
ramos plagiotropicos na orientacdo leste-oeste na camada inferior, enquanto a posi¢do 12 esta
no ramo ortotropico na parte superior da planta. De acordo com os loadings do primeiro fator
na Figura 8b, os metabolitos associados com as bandas de 227 e 273 nm possuem maiores
abundancias para as folhas na posicdo 12 para concentracdo ambiente de CO, enquanto
aquelas da posi¢do 8 possuem maiores abundancias para amostras cultivadas em CO; elevado.
Como pode ser visto na Figura 7b, as bandas em 227 e 273 nm sao negativamente
correlacionadas no fator 2, com a banda em 227 nm sendo mais forte para amostras com CO;

ambiente e banda em 273 nm para amostras de CO; elevado.
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Figura 8. a) Grafico dos escores da analise de fator dos espectros de UV-Vis de amostras de
folhas de Coffea arabica cultivadas em niveis de CO, ambiente (@) ¢ CO, elevado (A) no
experimento FACE e tratada com a mistura ternaria. b) Grafico dos loadings para os dois
primeiros fatores.
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2.3.5. Identificagdo dos metabdlitos predominantes em folhas de café cultivadas em CO;
elevado

A atribui¢do de metabolitos as bandas individuais de matrizes complexas ¢ intricado
devido as sobreposi¢des de bandas de absor¢cdo de espécies quimicas similares. Contudo, os
espectros proporcionam uma boa ferramenta discriminatoria. Para entender os efeitos da
biodisponibilidade de carbono na composi¢ao, que ocorre durante o processo de adaptagao da
planta, ¢ necessario identificar os grupos de compostos nos extratos que discriminam as
alteragdes metabolicas nos 6rgaos vegetativos formados sob concentragdo elevada de CO; em
comparagdo com aqueles sob concentragdo ambiente de CO,. Aqui usou-se os extratos de
discriminacao do planejamento estatistico de misturas, obtidos a partir do solvente extrator
edm para amostras de folhas (Figura 8a), que foram entdo submetidas a CLAE-PDA e andlise
de espectrometria de massa direta.

Uma nova estratégia para eluicao gradiente foi aplicada para melhorar a separagao
metabolica. Figura 9 apresenta o esquema usado na escolha da fase movel para a separagao
cromatografica. Os vértices do tridngulo correspondem a niveis de 100% dos solventes
acetonitrila, metanol e dgua. As arestas representam a combinacao bindria desses solventes
que ocorre durante a eluicdo gradiente. Cada aresta do tridngulo representa a eluicdo em duas
direcdes opostas resultando em seis diferentes eluicdes gradiente.

Figura 9 mostra que o melhor gradiente cromatografico encontrado, em menor tempo

de corrida, foi o gradiente de agua para acetonitrila que apresenta 5 picos em nove minutos.
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Figura 9. Estratégia para determinar um gradiente cromatografico otimizado para os extratos
edm de amostras de folhas de Coffea arabica L.

Figura 10a mostra a absor¢do no UV-Vis de cafeina encontrada na separagio
cromatografica das folhas de café. Esse perfil possui bandas com absor¢des maximas em 195
e 272 nm. A érea abaixo da banda para as amostras enriquecidas com CO; ¢ 32% maior que
as amostras com CO, atmosférico. Assumindo que essas bandas sdo exclusivamente de
cafeina, isso corresponderia a um aumento substancial da mesma. A presenca de cafeina ¢
confirmada pelos espectros de massas no modo positivo ((M+H]'=195).

Esse metabolito pertence a classe dos alcaldides purinicos, sendo um dos mais
abundantes nas plantas da espécie Coffea, que desempenha um papel defensivo contra

herbivoros e patogenos.”~® Alcaloides purinicos sio um grupo de compostos nitrogenados na
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maioria derivados de nucleotideos purinicos e suas classes geralmente tem origens
biossintéticas Unicas e suas rotas ja foram elucidadas. O alcaldide purinico inicial para a
sintese ¢ a xantosina. Uma das rotas sintéticas ¢ derivada de nucleotideos purinicos que se
originam da biossintese purinico denominada de novo.””™ A produgdo de nucleotideos
purinicos envolve precursor nao-purinico, dentre eles, o CO,, podendo ser uma rota
influenciada pelo o aumento de carbono atmosférico e indicado pelo aumento da abundancia
de cafeina nessas condigoes.

Além da cafeina, espectros caracteristicos de caveol, canferol e quercetina (Figura
10b), foram encontrados nos extratos de folhas para os dois niveis de concentracao de CO,. O
espectro de massa indicou a presenca de caveol, m/z 315 [M+H] 0 canferol-7-O-
neohesperidosideo, m/z 285 [M-H] e canferol-3-O-rutinosideo, m/z 284 [M-H] 61 Além disso
o sinal m/z 465 [M+H]" sugere a presenca de quercetina glucosideo/galactosideo.®

Os espectros de massas no modo negativo do extrato de folhas edm apresentou sinal
para ions moleculares de outros metabolitos, fragmentacao do ion m/z 191 que ¢ caracteristico
de 4cido quinico [M-H] ©, m/z 325 [M-H] de derivados de 4cido cumarico®, m/z 367 [M-H]
de derivados de 4cido ferralico® e m/z 421 [M-H] de derivados de 4cido hidroxicinamico.*

A fragdo discriminante das folhas cultivadas nas duas atmosferas de CO, continha
alcaloides, diterpenos, flavondis, acidos aromaticos e fenolicos (Figura 10). Diterpenos
(caveol) e flavonois (canferol e quercetina), como visto nos dados cromatograficos, nao
mostraram diferencas em suas abundancias relativas produzidas em folhas de plantas
cultivadas sob os dois ambientes de CO,. Os terpenos costumam ter um odor forte, sabor
amargo e podem proteger as plantas contra herbivoros®’ e doencas. Além disso, a proximidade
de dois ambientes de CO, pode ter causado a presenca de herbivoros similares e ndo

induziram diferencas no foliar do caveol. O canferol e a quercetina tém fungdes protetoras nas
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plantas induzidos pela geada, seca e calor®™, e ndo mostraram diferencas entre as duas

amostras cultivadas em dois ambiente de CO, nas nossas experiéncias.
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Figura 10. a) Espectros de cafeina obtidos a partir dos extratos edm de folhas de Coffea
arabica coletadas de plantas cultivadas em niveis de CO, ambiente e elevado no experimento

FACE. b) Espectros caracteristicos para caveol, canferol e quercetina presentes nas folhas de
Coffea arabica.
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Os 4cidos fendlicos exibem intensas absor¢des na regido de 250-350 nm®’, assim
como a cafeina (273 nm), que provavelmente se sobrepds as bandas moleculares nos
espectros das fragdes (Figura 6) e consequentemente contribuiu para os loadings (Figura 8b).
Para estes loadings, o perfil da regido de 250-300 nm indicou que as folhas de plantas
crescidas sob elevado CO, foram discriminadas devido as absorbancias nesta regido espectral.
Nas andlises espectrais de massa, os acidos fendlicos apresentaram maiores abundancias
relativas nas folhas das plantas cultivadas sob o nivel de CO; elevado que o atual. Uma
tendéncia semelhante é encontrada em gengibre cultivado sob alto CO,.”® A presenca de 4cido
fenolico ¢ considerada como parte da resposta ativa de defesa da planta contra doencas.”
Nossos resultados sugerem que as plantas de café podem ter maior resisténcia ativa a doenga
sob niveis elevados de COa.

Os metabolitos mais divergentes encontrados nas folhas de café foram cafeina e
acidos fendlicos. Em resumo, o café mostrou o potencial para lidar com alguns dos futuros
estresses abioticos, a julgar pelo perfil metabolico orientado para a producao de metabdlitos
ativos defensivos sob alta concentragdo de CO, atmosférico. Por outro lado, também pode
refletir a resposta da planta a adaptabilidade as condigdes ambientais existentes sob condi¢des

. ;. 2
climaticas futuras.’

2.3.6.  Efeito epigenético no perfil metabolico em folhas de café para plantas cultivadas em
concentragoes de CO, elevado e posteriormente em CO; ambiente

Apos cinco anos de cultivo nas instalagdes do FACE, o efeito epigenético de CO, para

essas plantas foi avaliado. Para as folhas coletadas sete meses apds a interrupgao da injegao de

CO; nao existe a discriminagao antes observada no grafico dos escores para as folhas, como

pode ser visto na Figura 11. A auséncia desse efeito epigenético pode ser explicado por a)
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efeito direto do aumento de CO; nas folhas e gemas de caf€, b) curta vida das folhas dos eixos

plagiotropicos e ramos de segunda ordem que ¢ em média de dois a sete meses.”

0.3

0.2} e

A

00+

Fator 2 (3.32%)
S
>

04} A

05 - : : - : - ‘ : -
1.00 099 098 097 096 -095 -094 -093 -092 -091 -0.90

Fator 1 (93.00%)

Figura 11. Gréfico dos escores dos espectros de UV-Vis para amostras de folhas de Coffea
arabica coletadas sete meses (Fevereiro, 2017) apo6s a suspensdao da inje¢cao de CO; nos
campos para os extratos de edm CO, ambiente (®) e sete meses apoOs a injecdo de CO, ser
interrompida (A).

2.4. CONCLUSAO

Folhas e gemas de Coffea arabica L. cultivadas em atmosfera de diéxido de carbono
elevado e ambiente foram discriminadas por espectros de UV-Visivel. Discriminag¢do das
gemas utilizando extrato de diclorometano indicou que CO, elevado afeta o desenvolvimento
da planta em sua fase inicial. A mistura terndria éter etilico/diclorometano/metanol permitiu a

discriminacdo das amostras de folhas. O espectro de UV-Vis da CLAE-PDA mostrou que as
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amostras de folhas enriquecidas com CO, contém substancialmente mais compostos do tipo
metilxantinas, como a cafeina, ao passo que nenhum aumento foi observado para bandas de
caveol, canferol e quercetina. Para as folhas da planta, sio encontrados maiores niveis de
acidos fenolicos em folhas cultivadas em alta concentragao de CO,. A cafeina e os acidos
fendlicos s@o componentes ativos de defesa nas folhas, o que indica que as plantas de café
lidariam com algumas das futuras pressdes abidticas e bidticas. ApoOs sete meses da suspensao
do CO,, as folhas de café¢ apresentaram composi¢oes quimicas similares aquelas cultivadas
em condicdes atmosféricas o que confirma a influéncia direta das condi¢cdes de CO;
atmosférico. O planejamento estatistico de misturas permitiu a amplificagdo do poder
discriminatorio para folhas e gemas, permitindo um estudo metabolomico detalhado. O uso
integrado de planejamento estatistico de misturas, quimiometria, extracdo em fase solida e
detectores analiticos comuns ¢ uma estratégia promissora para elucidar as mudancgas

metabolicas em matrizes complexas.
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DISCRIMINACAO DE FOLHAS DE Coffea arabica L. CULTIVADAS SOB

INCREMENTO DE GAS CARBONICO POR ESPECTROSCOPIA NIR E PLS-DA

3.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, do inglés near-
infrared) tem se tornado uma técnica analitica crescente e popular para analistas de alimentos,
ragdes e também para estudos ambientais, principalmente por ser uma técnica rapida, de baixo
custo e ambientalmente correta (por ndo necessitar de preparo de amostras € nao ser
destrutiva).'” A espectroscopia NIR extrai informacdes dos componentes experimentais, e é
importante saber que as bandas de absorcao ocorrem devido a sobretons (do inglé€s overtone)
e combinagdes de vibracdes fundamentais. Por isso o espectro de NIR ndo ¢ de facil
interpretacdo.>® A grande quantidade de dados requer o desenvolvimento de um modelo de
previsdo preciso e robusto se fazendo necessario a utilizacdo de métodos quimiométricos para
uma analise mais profunda.'”

Minimos quadrados parciais (PLS, Partial Least Squares) ¢ um método que reduz a
dimensdo dos dados eficientemente em andlises de espectroscopia no infravermelho
proximo.”™® A ferramenta minimos quadrados parciais com anélise discriminante, PLS-DA’
(Partial Least Squares with Discriminant Analysis) ¢ um método de reconhecimento de
padrdes supervisionado, fundamentado na regressao PLS, que pode ser aplicado a dados de

: . 10,11
primeira ordem."'”

O método de PLS-DA pode ser aplicado aos espectros de NIR resultando
em modelos de calibracdo, utilizados para predizer propriedades de interesse.’
A espectroscopia NIR ¢ uma técnica versatil e abrangente, ja reportada em diversas

areas de estudo'>

, e vem sendo largamente usada em analises de café.™®">"'" Como se sabe,
o café ¢ uma planta com desenvolvimento perene e, por passar por todo o ciclo climatico

sazonal, ¢ sensivel a mudancas climaticas e do ambiente.'® Sendo assim, o continuo aumento
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da concentragdo atmosférica de dioxido de carbono (CO,) afeta o desenvolvimento dessas
plantas.

No tltimo ano, a concentragao atmosférica de CO, ultrapassou a marca dos 400 ppm,
chegando a aproximadamente 406 ppm segundo Earth System Research Laboratory, Global
Monitoring Division, e é previsto que este valor dobre até o final do século.'”* A principal
causa do aumento da concentracdo de CO, atmosférico ¢ a acdo antropica, seja ela pela

21,22
““ De acordo com

queima de combustiveis fosseis ou pelas atividades industriais e agricolas.
a Carbon Dioxide Information Analysis Center (CDIAC), a estimativa das emissdes pela
queima de combustiveis fosseis em 2014 foi de 9,8 milhdes de toneladas métricas de
carbono.”

A concentragdo de didoxido de carbono na atmosfera ¢ primordial na fotossintese e,
além disso, provoca uma série de mudancas nas plantas, principalmente aquelas com
metabolismo C3, como o café.”* Dentre essas mudancas estdo o aumento do rendimento dos
graos, reducdo da condugdo estomatica, diminuicdo da fotorrespiragdo e aumento da aérea
foliar.'"®2'*%¢ A exposi¢do das plantas a estresses provoca formacio de mecanismos de
tolerancia e resisténcia.”” Dentro desses mecanismos esta a formagio de uma memoria vegetal
ou efeito epigenético metabodlico que € caracterizado por respostas moleculares elevadas apds
a exposicio a esse estresse.”

A combinacdo de espectroscopia no infravermelho proximo e analise multivariada
sdo aplicaveis em muitos alimentos e commodities agricolas para prever composi¢do quimica
dessas amostras.'**’ Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ utilizar a técnica NIR associado com
PLS-DA como uma ferramenta rapida e nao destrutiva para discrimina¢ao de folhas de Coffea

arabica L. cultivadas em atmosfera com CO; elevado daquelas cultivadas em CO, ambiente e

também avaliar qual o comportamento apds a interrup¢ao da injecao de CO, no meio.
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3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1.  Cultivo do café

Sementes de Catuai Vermelho IAC 144' foram cultivadas sob a primeira instalacao
do Free Air Carbon Enrichment (FACE) na América do Sul, localizada na Embrapa Meio
Ambiente, em Jaguaritna SP, Brasil (22°43'S, 47°01'0, 570 m de altitude). A injecdo direta
de CO; puro foi usada na metade dos anéis octogonais disponiveis, visando aumentar a
abundancia de CO; em 200 uL. CO, L' acima do nivel da concentracdo atmosférica durante o
periodo diurno (390 uL CO, L™). O enriquecimento do ar com CO, comegou em 25 de
Agosto de 2011 e foi mantida até o final de Junho de 2016, por um periodo de cinco anos,
maiores detalhes estdo disponiveis na Se¢ao 2.2.1 do Capitulo 2.

A coleta foi realizada em triplicata em diferentes posigdes da planta, evitando
interferéncia durante a analise. As posi¢des das coletas para as folhas foram 1, 2, 3,4 ¢ 5
(Figura 1). A segunda coleta foi realizada no inicio de Fevereiro de 2017, sete meses apoOs a
interrupcao da injecao de CO, nessas plantas. Essa coleta também foi realizada em triplicata

nas mesmas posi¢des indicadas.
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Figura 1. Posi¢des esquematicas das folhas de Coffea arabica L. coletadas de plantas
cultivadas em atmosferas elevada e ambiente de CO, sob o experimento FACE.
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3.2.2.  Medida espectroscopica no infravermelho proximo

As folhas de diferentes posicdes foram submetidas a desidratacdo durante dois dias
em uma estufa de ar forgado até atingir massa constante.

Medidas de reflectancia espectral na regido do infravermelho préximo foram
efetuadas nas folhas de café. Foram realizadas seis diferentes leituras na superficie adaxial de
cada folha (Figura 2) evitando o peciolo, para folhas cultivadas em CO, elevado e ambiente
coletadas em cinco posicdes, totalizando 60 espectros. Os espectros de reflectincia foram
obtidos utilizando o NIR scan nano. Cada espectro foi adquirido como resultado de seis
varreduras na faixa espectral de 900 nm a 1700 nm com uma resolugdo digital de 228 e

temperatura controlada proximo aos 20°C.

Figura 2. Esquema das medidas de reflectancia realizada nas folhas de Coffea arabica L.
cultivadas nos dois ambientes de COs.

3.2.3.  Tratamento dos dados

O software Origin Pro 8 foi utilizado para a constru¢do da matriz de dados e dos
gréaficos. Os pré-processamentos dos espectros € o método PLS-DA foram realizados usando
o software Matlab R2007b com o auxilio das ferramentas do PLS-Toolbox 5.8.

O PLS-DA pode construir modelos que permitem a maxima separacao entre classes

3031 Nesse

utilizando um conjunto de variaveis preditoras X e categorias definidas y
procedimento a matriz X ¢ composta pelos espectros de NIR enquanto o vetor y ¢ associado a

duas classes diferentes, CO, elevado e CO, ambiente. A matriz X ¢ definida por 60 linhas e
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228 colunas, nas quais as linhas estao relacionadas as amostras e as colunas estao relacionadas
as variaveis, no caso, comprimento de onda.

Do conjunto total de 60 espectros, 42 (70%) foram selecionadas pelo algoritmo
Kennard-Stone® em um subconjunto de calibragdo e 18 (30%) em um subconjunto de
validagcdo. Dos 42 espectros do subconjunto de calibracdo 25 correspondem as folhas
cultivadas em CO, ambiente e 17 as folhas cultivadas em CO; elevado. J& para o subconjunto
de validagdo, dos 18 espectros, 13 pertencem as folhas cultivadas em CO, elevado enquanto 5
as folhas CO, ambiente. Para reduzir as fontes de variagdo que ndo trazem informagdes
relevantes na constru¢do do modelo de calibragdo multivariada, e considerando efeitos de
dispersdo da luz>, aplicou-se ao conjunto dos espectros a corregdo multiplicativa de dispersio
(MSC, Multiplicative Scatter Correction). Em seguida, a segunda derivada (polindmio de
segunda ordem com janela de 17 pontos) baseada no algoritmo de Savitzky-Golay foi aplicada
para corrigir as linhas de base, e por fim os dados foram centrados na média. Esses foram os
pré-processamentos que proporcionaram os valores menores ou mais estaveis de RMSECV

dentre varios pré-processamentos testados.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 3 apresenta os espectros obtidos apds o pré-tratamento (MSC e 2? derivada)
da medida de reflectdncia na regido do infravermelho proximo das amostras de folhas de
Coffea arabica cultivadas em CO, elevado e ambiente. As principais bandas encontradas
estdo localizadas na regido de 1300-1700 nm. Contudo, devido ao fato das bandas serem
amplas e por haver a possibilidade de sobreposi¢do, a utilizacdo do sinal do infravermelho
proximo para a identificagdo de moléculas ¢ intrincado, principalmente para folhas de café

que sdo combinagdes de numerosas moléculas organicas™'>. Por isso, a utilizagio do método
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PLS-DA pode melhorar a interpretacdo desses dados e construir modelos de calibragdo

. - . , . - 4
baseados em todas as 1nf0rmag:oes espectrals € COm a maxima separagao entre as ClElSSGS.3
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Figura 3. Espectros do infravermelho préximo das amostras de folhas de Coffea ardabica L.

cultivadas em CO, ambiente e CO, elevado apos a aplicacao de MSC e segunda derivada
conjuntamente.

O modelo PLS-DA foi construido utilizando a matriz X de calibracao, contendo os
espectros das folhas de Coffea arabica cultivadas com enriquecimento de CO, e ambiente O
método de validacdo cruzada (CV, do inglés Cross-Validation) foi utilizado na avaliagdo dos
erros de previsdao e na escolha do nimero de varidveis latentes para desenvolvimento do
modelo de calibragdo.>> Com base no menor valor da raiz quadrada da soma do quadrado dos
erros de validacdo cruzada (RMSECV - do inglés, Root Mean Square Error of Cross
Validation) usando o critério das venezianas (venetian blinds), com 6 divisdes, o valor
encontrado foi 0,33.% Para o desenvolvimento do modelo de calibragio foram necessérias
cinco variaveis latentes (VL), representando 99,11% em X e 71,49% em y. J& a exatiddo do
conjunto de previsao foi avaliada pelo erro médio quadratico de previsao (RMSEP - do inglés,

Root Mean Squares Error of Prediction), igual a 0,26. A proximidade entre esses dois valores
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demonstra a constru¢do de um bom modelo'!, evidenciando que a escolha do nimero de
variaveis latentes foi correta, promovendo a constru¢ao de um modelo bem ajustado.

Os escores do modelo PLS-DA sdo apresentados na Figura 4a, onde uma separacao
entre as amostras cultivadas em diferentes condi¢cdes de CO; pode ser observada. A primeira
variavel latente explica 33,93% da varidncia do eixo y enquanto a terceira explica 21,35%.
Neste caso, as amostras cultivadas em CO; ambiente estdo discriminadas na regido positiva da
projecao da VL1 versus VL3, enquanto que as amostras cultivadas em CO, elevado estdo
discriminadas na regidao negativa. A Figura 4b, mostra a proje¢ao dos /oadings entre as VL1 e
VL3 das folhas de café que receberam duas condi¢des de CO,. Para a VL1, os comprimentos
de onda que mais contribuiram para a classificagdo das folhas cultivadas em CO, ambiente,
indicados pelos loadings positivos, foram em 1672 ¢ 1684 nm®>°, relacionados ao estiramento
C-H e em 1502 e 1580 nm, atribuidos ao estiramento N-H e O-H, respectivamente. J& os
comprimentos de onda que tiveram uma maior contribuicdo na classificacdo das folhas
cultivadas em CO; elevado, indicados pelos loadings negativos, foram em 1388 ¢ 1621 nm,
devido ao estiramento C-H e em 1539 nm, relativo ao estiramento O-H. Para a VL3, os
comprimentos de onda, com valores de loadings positivos, em 1197, 1378, 1533 ¢ 1610 nm
sao atribuidos ao estiramento C-H e em 1014 nm caracteristico do estiramento N-H,
classificaram as folhas cultivadas em CO, ambiente. Ja os comprimentos de onda, com
valores de loadings negativos, em 1657 nm relacionado ao estiramento C-H, 1495 e 1572 nm
caracteristicos do estiramento N-H e em 1539 e 1160 nm relcionados aos estiramentos O-H e
C=0, respectivamente, classificaram as folhas cultivadas em CO; elevado. Por fim, a banda
em 1698 nm foi importante para ambas as condigdes de CO,, apresentando valores de

loadings negativos na VL1 e positivo na VL3.
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Figura 4. a) Escores entre LV1 vs. LV3 do modelo PLS-DA para as folhas de Coffea arabica
L. cultivadas em atmosfera de CO; elevada e ambiente. b) Gréafico dos loadings das LV1 e
LV3. Folhas em: CO, elevado de calibragdo (V¥), CO, elevado de validacio (m), CO,
ambiente de calibragdo(*)e CO, ambiente de validagao(+).

A fim de identificar a importancia relativa das varidveis preditoras no modelo,
utilizou-se o pardmetro do modelo da importancia da varidvel na projecdo (VIP — do inglés,
Variable Importance in Projection). Os valores dos escores do VIP avaliam a importancia das
varidveis individuais, contribuem na defini¢do do espago da matriz na modelagem de PLS-DA

1.3%37 Normalmente a média

e fornecem uma ferramenta Util na interpretacdo de cada variave
dos escores do VIP é 1 e por isso esse valor ¢ tomado como um limiar de significancia: os
preditores que possuem um VIP maior que 1 sdo considerados como contribuintes de forma

. -~ - . . 3
relevante para o modelo, enquanto os demais sdo marcados como ndo-significativos.’’ A

Figura 5 mostra o grafico do VIP escores para as amostras cultivadas em CO, ambiente e CO,
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elevado, sendo que os comprimentos de onda encontrados acima da média 1 foram 1572,
1610, 1664, 1684 ¢ 1698 nm, indicando que estas sdo as bandas mais importantes na
separacao das amostras.

As bandas de maior importancia na discrimina¢do das amostras encontradas entre
1600-1700 nm sdo caracteristicas de estiramentos C-H.* O comprimento de onda de 1698 nm
corresponde ao primeiro sobretom (overtone) da banda de estiramento fundamental (2v) de C-
H assimétrico.’® Os comprimentos de onda de 1684 e 1672 nm sdo correspondentes ao
estiramento C-H que podem estar relacionados as moléculas de metilxantinas, principalmente
a cafeina®. A banda indicada no comprimento de onda de 1657 nm corresponde ao
estiramento C-H de aromatico. A banda encontrada no comprimento de onda de 1610 nm ¢
caracteristica de estiramento C-H. J4 o comprimento de onda encontrado em 1572 nm esta
relacionado ao estiramento da ligagdo N-H e flexdo no plano N-H caracteristica de amidas,

como proteinas e xantinas.’
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Figura 5. Grafico dos VIP escores para o modelo PLS-DA para as amostras cultivadas em
CO; ambiente e CO; elevado.
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A distribui¢ao, das amostras de calibragao ¢ validacao nas classes de CO; elevado e
CO, ambiente, separadas pelo valor limite (threshold), estabelecido pelo modelo PLS-DA, ¢
apresentado na Figura 6. Nesse caso, o valor limite ¢ indicado como uma linha horizontal com
valores de 0,59 para CO; elevado e 0,41 para CO, ambiente. O valor limite dividira melhor as
classes com a menor probabilidade de falsas classificagdes para previsoes futuras. Valores
acima desse limite indicam que a amostra pertence a classe modelada e valores abaixo do
limite indicam que a amostra ndo pertence 4 classe.'' '’

A sensibilidade do modelo corresponde a capacidade de prever corretamente todas as
amostras de validagao de uma determinada classe. Se todas as amostras de valida¢ao de uma
determinada classe forem classificadas corretamente entdo a sensibilidade do modelo ¢ igual a
1."219% No modelo construido, a sensibilidade para a classe das folhas cultivadas em CO,
elevado foi 0,94 enquanto que para a classe das folhas cultivadas em CO, ambiente foi 0,92.
Com base nesses resultados, o modelo foi capaz de classificar corretamente 94% das folhas
cultivadas em CO, elevado e 92% das folhas cultivadas em CO, ambiente.

A especificidade corresponde a previsao incorreta de outras amostras de validagao
em uma dada classe, dessa forma, se ndo apresentar erros de previsao a especificidade sera
113138 Para as folhas cultivadas em CO, elevado a especificidade foi 0,92 devido a predicio
erronea de folhas cultivadas em CO, ambiente como pertencente a classe CO, elevado. A
classe de folhas cultivadas em CO, ambiente apresentou especificidade igual a 0,94 devido a

predicao erronea de folhas cultivadas em CO, elevado como pertencente a classe CO,

ambiente.
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Figura 6. Distribuicdo das amostras de calibracdo e validagdo nas classes para folhas de
Coffea arabica L. cultivadas em a) CO; elevado e b) CO, ambiente. Folhas em: CO; elevado
de calibragao (V¥), CO, elevado de validagdo (m), CO, ambiente de calibragdo (%) e CO,
ambiente de validacao(+).

O modelo PLS-DA construido foi entdo utilizado para testar as amostras de folhas
coletadas sete meses apoOs a interrup¢do da injecdo de CO, (Figura 7) para verificar se as
folhas apresentam a mesma classificacdo que na coleta anterior uma vez que as partes aéreas
das plantas, como as folhas, sdo as que mais sofrem varia¢des do estresse, como a mudanca da

~ . 39
concentracdo do dioxido de carbono na atmosfera.
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Figura 7. Distribuicao das amostras de folhas de Coffea arabica coletadas apos sete meses de
interrupcdo de CO, cultivadas em condi¢des anteriormente a) CO, elevado e b) CO;
ambiente, utilizando o modelo PLS-DA desenvolvido a partir do conjunto de espectros (NIR)
de calibracao das folhas enriquecidas de CO, e ambiente. Folhas em: CO, elevado de
calibracao ('V), CO, sete meses depois (m), CO, ambiente de calibracdo (%) e ambiente sete
meses depois (¢).

A flexibilidade do seu metabolismo permite que as plantas lidem com a flutuagao do
ambiente em que esta envolvida.”® Como as plantas estdo presas em seus lugares e nio podem
evitar as mudangas no seu ambiente elas desenvolvem estratégias moleculares para se
defender contra o estresse abidtico, muitas vezes causando um aumento significativo de
substancias intracelulares como ja investigado anteriormente.*>** Como pode se observar na
Figura 7, as amostras coletadas apos a interrupg¢ao da injecdo de CO; apresentam similaridade
com as amostras cultivadas apenas em dioxido de carbono ambiente. Nao ha nenhuma

indicacdo de que ocorreu a memoria epigenética. Possivelmente a estratégia utilizada pelas

. _ ~ 28
plantas foi a redefini¢do e recuperagao.
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Os resultados apresentados corroboram com aqueles descritos no Capitulo 2 e ja
publicados*' provando que através de uma técnica simples e ndo destrutiva, como o NIR,
utilizando a quimiometria foi possivel discriminar as duas condigdes de CO, em que as
plantas de café (Coffea arabica L.) foram cultivadas. Além do mais, foi possivel a utiliza¢ao
do modelo PLS-DA para classificar amostras coletadas apos a interrupcao da injecdo de CO,

provando que nao ocorreu efeito de memoria epigenética na planta.

3.4. CONCLUSAO

A discriminacdo de amostras cultivadas em duas atmosferas de CO, pode ser
realizada associando a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) com o método
quimiométrico PLS-DA. Os comprimentos de onda responsdveis pela separagao das classes
foram 1572, 1610, 1664, 1684 e¢ 1698 nm, comprimentos de ondas que podem estar
relacionados, principalmente, as moléculas de metilxantinas.

As principais vantagens da aplicacdo do método sugerido ¢ a andlise rdpida e nao
destrutiva das folhas, sem qualquer preparagdo da amostra. Além disso, foi possivel a
utilizacdo do modelo para a classificacdao de folhas coletadas apds o término da inje¢ao de
CO; no ambiente, em que estas amostras foram cultivadas mostrando que ha similaridade
entre as folhas cultivadas apenas em atmosfera ambiente com aquelas haviam sido cultivadas
em atmosfera elevada de CO,. Portanto, para a planta de café, ndo ha nenhuma indicacao de
que a memoria epigenética ocorre, possivelmente a planta utilizou de uma estratégia de

recuperagao e redefinicao.
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4.1. CONLUSAO GERAL

As espectroscopias na regido ultravioleta e visivel e infravermelho proximo, a
espectrometria de massas e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector
de arranjo de fotodiodos permitiram, juntamente com a quimiometria, a discriminagdo das
amostras de folhas e gemas de Coffea arabica L. quando cultivadas em atmosfera de CO,
ambiente e CO, elevado.

A discriminagdo das gemas a partir do solvente diclorometano indica que a
influéncia dos estresses abiodticos ja ocorre na fase inicial da planta. A discriminagdo das
folhas ocorreu pela mistura ternaria de éter etilico/diclorometano/metanol. O espectro de UV-
Vis de um pico da CLAE-PDA indicou o aumento da substincia cafeina para as folhas
cultivadas em CO; elevado e a espectrometria de massas indicou um aumento substancial na
concentragdo de acidos fendlicos para as folhas cultivadas nessa condi¢do. A espectrosocopia
NIR indica que possivelmente a substancia discriminadora para as amostras de folhas sao
metilxantinas por apresentar bandas em 1572, 1610, 1664, 1684 ¢ 1698 nm, caracteristicas
dessas substancias e indicadas pelos valores dos VIPs do modelo PLS-DA.

Apos a suspensdo da inje¢do de CO; as amostras de folhas apresentaram similaridade
na composi¢do quimica aquelas cultivadas em CO, ambiente tanto na AF quanto no PLS-DA.
Indicando que a memoria epigenética ndo ocorre, possivelmente a estratégia escolhida pela

planta ¢ defesa e recuperacao, para o cafeeiro.



