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RESUMO: O objetivo deste estudo foi verificar se a area (densidade) e a forma de espago (arranjo) que as plantas
podem ocupar no cultivo de cafeeiros arabica (Coffea arabica L.) influenciam o perfil metabolémico em folhas originas
de duas camadas do dossel vegetal (autossombreadas e expostas ao pleno sol). Cuidou-se que as folhas sejam de mesma
idade. Para as analises dos metabolitos primarios ¢ secundarios foram coletadas folhas de cafeeiros em duas datas
(04/11/2010 — 1% coleta e 07/10/2011 — 2% coleta) no campo experimental do IAPAR, Londrina - PR. O plantio
compreendeu um arranjo quadrado (AQ) de 0,84 m x 0,84 m, disponibilizando espago para uma planta de 0,71 m’
(densidade de 14.000 plantas ha™) e um arranjo retangular (AR) de 3,0 m x 0,41 m, com o espago para uma planta de
1.25 m? (densidade de 8.000 plantas ha™'). A extragdo do material vegetal seguiu o planejamento experimental simplex-
centréide com solventes puros, etanol (e), acetona (a), diclorometano (d) e hexano (h). Estes solventes foram
combinados em seis misturas binarias (1:1), quatro misturas terndrias (1:1:1) ¢ uma mistura quaternaria (1:1:1:1). Os
extratos foram analisados por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e submetidos a analise
exploratéria de componentes principais. Os extratores que melhores diferenciam os espagos ocupados das folhas
autossombreadas foram misturas e:a na 1* coleta e e:h na 2% coleta. Os metabolitos em folhas originadas de folhas do
pleno sol de cafeeiros cultivados em dois arranjos e densidades foram diferenciados pelos extratores e:d:h na 1* coleta e
e:h na 2° coleta. As primeiras analises indicam que as folhas autossombreadas originadas de plantas disponibilizadas ao
espaco de 1.25 m” planta”’ em AR conteriam mais cafeina e/ou precursores da cafeina e 4cido clorogénico do que as
autossombreadas originadas de plantas disponibilizadas ao espaco de 0,71 m? e AQ.

PALAVRAS-CHAVE: analise exploratoria, autossombreamento, metabolitos, planejamento experimental.

METABOLOMIC “FINGERPRINT” IN LEAVES OF Coffea arabicaL. ORIGINATED
FROM DIFFERENT SPACE OCCUPANCIESAND LIGHT CONDITIONS

ABSTRACT: The aim of this study was to determine whether the space surface (density) and a form (arrangements),
that Arabic coffee plants (Coffea arabica L.) occupied in a field conditions, influence the metabolomic profile of leaves
originated in two canopy layers (self-shaded and exposed to a full sun). The sampled leaves were of the same age. For
the analyses of the primary and secondary metabolites, leaves were collected in two dates (4™ November, 2010 — 1*
sampling and 7™ October, 2011 — 2™ sampling) in the field of IAPAR, Londrina — PR. The coffee trees were planted in
a rectangular arrangement (AR) of 3.0 m x 0.41 m, leaving a space of 1.25 m? for each plant (density of 8,000 plants ha
", and a square arrangement (AQ) of 0.84 m x 0.84 m with a space of 0.71 m? for each plant (density of 14,000 plants
ha'). Solvent mixtures followed a statistical simplex-centroid design, consisting of ethanol (e), acetone (a),
dichloromethane (d) and hexane (h) pure solvents. Those solvents, in equal proportions, were combined into six binary
mixtures (1:1), four ternary mixtures (1:1;1), and one quaternary mixture (1:1:1:1). The extracts of Arabic coffee leaves
were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy, and submitted to exploratory analyses of principal
components. The extractors that the best differentiate the space occupancies in self-shaded leaves were the mixtures e:a
for the 1** sampling and e:h for the 2™ sampling. The metabolites from leaves originated in full sun exposure layer, of
coffee plants cultivated in two densities and arrangements, were differentiated by extractors e:d:h referent to a 1%
sampling, and e e:h referent to a 2™ sampling. The first analyses indicate that self-shaded leaves, originated on plants
grown on 125 m® plant’ available spaces in AR, would contain more caffeine and / or caffeine precursors and
chlorogenic acid than the self-shaded ones originated on plants with the available growth space of 0.71 m* in AQ.

KEY WORDS: exploratory analysis, self-shading, metabolites, experimental planning.



VIII Simpésio de Pesquisa dos Cafés do Brasil
25 a 28 de novembro de 2013, Salvador - BA

INTRODUCAO

Cerca de 70 % da produgdo mundial de café é oriunda de cafeeiros arabica (Coffea arabica L.) sendo praticamente a
mesma propor¢do observada no Brasil (Illy & Viani, 2005). Quimicamente, as espécies e gendtipos de cafeeiros
diferenciam-se pelo seu teor de cafeina, minerais (Martin et al., 1999), compostos fenolicos (Perrone et al., 2008),
trigonelina (Casal et al., 2000), aminoacidos (Casal et al., 2003), aminas biogénicas (Casal et al., 2004), diterpenos
(Speer, & Kolling-Speer, 2001), acidos graxos (Alves et al., 2003), esterois (Carrera et al., 1998) e B-carbolinas (Alves
et al., 2003), entre outros. A qualidade de bebida do café ¢ associada principalmente a compostos metabolicos como
cafeina, agtcares totais, lipidios e trigonelina (Avelino et al., 2005; Lara-Estrada & Vaast, 2007; Geromel et al., 2008).
Estes resultados ndo sdo conclusivos, se fatores como condigdes climaticas, processos de pré-coleta, coleta, pos-coleta e
caracteristicas genéticas ndo forem controlados (Knoop et al., 2005; Morais et al., 2006). A c€lula vegetal ndo esta
restrita apenas ao metabolismo primario, que se da a produg¢do de aminoacidos, nucleotideos, lipidios, carboidratos e
clorofila. Por isso, outros compostos, juntamente com os primarios, podem ser responsaveis pela qualidade da bebida.
Esses compostos, chamados de metabdlitos secundarios, geralmente ocorrem em baixas concentragdes € o seu
aparecimento na natureza ¢ determinado por necessidades ecoldgicas e possibilidades biossintéticas, com fungdes de
defesa contra herbivoros e micro-organismos, protecdo contra os raios UV, atragdo de polinizadores e animais
dispersores de sementes (Simdes et al., 2002).

Os compostos secundarios em folhas de cafeeiros podem ser um elo na compreensdo da qualidade dos grios, se for
compreendida a soma dos seus metabodlitos. O metaboloma (Ellis & Dunn, 2005) representa uma série completa de
todos os metabolitos que existem em uma espécie bioldgica. Na analise metabolomica, o objetivo ¢ analisar tantos
metabolitos quanto possivel em uma tnica analise, e sendo assim, o extrato ndo ¢ usualmente purificado, ao contrario
dos procedimentos de rotina usados para analise de metabodlitos especificos. Se um sistema de extragdo nao for
otimizado, provavelmente muitos metabolitos permanecerdo nas matrizes dos orgdos vegetativos analisados. Um
caminho efetivo, para extrair as informagdes significativas desta composi¢ao multicomponente de metabolitos presentes
neste perfil complexo, ¢ combinar técnicas analiticas com métodos quimiométricos (Scarminio & Bruns, 1989), com a
vantagem de que eles sdo capazes de apontar pequenas diferencas entre os sinais analiticos (Lonni, 2002). O objetivo
deste estudo foi verificar se a area (densidade) e a forma de espaco (arranjo) que as plantas podem ocupar no cultivo de
cafeeiros arabica (Coffea arabica L.) influenciam o perfil metabolémico em folhas originas de duas camadas do dossel
vegetal (autossombreadas e expostas ao pleno sol).

MATERIAL E METODOS

Para as analises dos metabolitos primarios e secundarios foram coletadas folhas do Coffea arabica L. em dois arranjos
com densidades diferentes em duas posigdes verticais da planta. As amostragens foram coletadas em duas datas
(04/11/2010 1% coleta e 07/10/2011 — 2* coleta) no campo experimental do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR),
Londrina-PR (23°18’S e 51°17°W). Escolheu-se um arranjo quadrado (AQ) - 0.84 m x 0.84 m, em extremamente alta
densidade de 14,000 plantas ha™, disponibilizando de espago de 0.71 m” para cada planta, e segundo arranjo retangular
(AR) - 3.0 m x 0.41 m em alta densidade de 8,000 plantas ha™', disponibilizando espago de 1.25m? para cada planta. As
amostras compreenderam duas camadas de dossel, uma composta das folhas autossombreadas e outra das expostas ao
pleno sol, mas coletadas cuidando que apresentam aproximadamente mesma idade.
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Figura 1. Planejamento experimental para as extragdes das folhas de Coffea arabica L. do tipo centroide - simplex com
quatro componentes.
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A extragdo do material vegetal seguiu o planejamento experimental simplex centroide (Risso et al., 2010) - Figura 1. Os
solventes puros: etanol (¢), acetona (a), diclorometano (d) e hexano (h) foram combinados em seis misturas binarias
(1:1), quatro misturas ternarias (1:1:1) e uma mistura quaternaria (1:1:1:1). Este planejamento é representado por um
tetraedro, no qual os pontos 1 (¢), 2 (a), 3 (d) e 4 (h) (vértices) correspondem aos solventes puros, enquanto os pontos 5
(e:a), 6 (e:d), 7(e:h), 8 (a:d), 9 (a:h) e 10 (d:h) (arestas) as misturas binarias dos solventes puros. Os pontos 11 (e:a:d), 12
(e:a:h), 13 (e:d:h) e 14 (a:d:h) estdo no centro de cada face, correspondendo as misturas ternarias, enquanto o ponto 15
(central) ¢ localizado no centro do tetraedro, correspondendo a mistura dos quatro solventes (e:a:d:h). Todas as
combinagdes de solventes mantiveram a mesma propor¢ao de volume.

Para a extragdo foram pesadas 2,50 g de folhas de C. arabica L. secas e trituradas e submetidas a extra¢do exaustiva
com 60 ml de solvente orgénico seguindo o planejamento experimental do tipo centroide - simplex. A amostra foi
colocada doze vezes em maceragdo com auxilio de ultrassom a temperatura controlada em 15 °C (+2). Os extratos
foram concentrados em evaporador rotativo e submetidos a ventilagdo até a obtengdo de massas constantes. Os extratos
foram analisados em espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), em espectrdmetro da marca
Thermo Scientific Nicolet iS10 usando um acessoério ATR com janela de Ge, no modo de medi¢do em transmitincia
com 32 varreduras e resolugdo 4 cm’, com espectros registrados na faixa de 675 a 4000 cm™. Os dados foram
analisados por componentes principais (ACP).

RESULTADOSE DISCUSSAO

As diferengas na composigdo quimica de folhas entre os espagos ocupados (1,25 ¢ 0,71 m* planta™) arranjos (AR ¢ AQ),
nas condi¢cdes de autossombreamento e pleno sol de 1% e 2% coleta, foram avaliados pelo pré- processamento dos
espectros das amostras na regido do infravermelho disposto em matriz e submetidas a ACP. As amostras analisadas
foram muito semelhantes (mesmo cultivar que ¢é originado do mesmo local), ja que foi esperado que as diferengas entre
os metabolitos originados em folhas de arranjos AQ e AR sejam minimas (Figura 2). O grafico dos escores dos Fatores
3 com 5 junto explicaram somente 0,87 % da variancia total dos dados (Figura 2). Mesmo que os Fatores tém baixa
varidncia acumulada trazem informagdes quimicas que conseguem explicar as diferencas. O Fator 3 separou as duas
coletas em grande parte dos extratores, mostrando existir diferenca metaboldmica entre dois anos analisados. Os
extratores que melhores diferenciaram os arranjos AR e AQ foram os extratores 5 (e:a) para a 1* coleta e 7 (e:h) para a
2% coleta.

O extrator 5 (e:a) separou o0 AR do AQ localizados na parte positiva e negativa do Fator 3, respectivamente (Figura 2).
As diferengas espectrais foram de intensidades dos metabolitos na regido de 700 a 1700 cm™. A regido 1700 - 1630 cm™

esta relacionada a grupos carbonilas (wC=¥r O extrator 7 (e:h) que diferenciou os arranjos pelo Fator 5 na parte
positiva onde foi localizado o AR, enquanto na parte negativa o AQ. Nos extratos de e:h, os AQ localizaram-se em uma

regiio mais intensa de absorcio em 1649 cm™ w{T=Q}  que é compativel com a fungo de amidas e uma banda intensa
em 1968 enr? - compativel com alcool.
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Figura 2. Os escores dos Fatores 3 e 5 das amostras de Coffea arabica L. na 1* coleta (2010) e 2* coleta (2011) das
folhas autossombreadas originadas das plantas dispostas ao espago de 0.71 m’ planta” e arranjo quadrado (AQ) e das
dispostas ao espaco de 1.25 m® planta’ e arranjo retangular (AR). Estes escores foram obtidos por andlise de
infravermelho com os extratores 1 (e), 2 (a) 3 (d), 4 (h), 5 (e:a), 6 (e:d), 7 (e:h), 8 (a:d), 9 (a:h), 10 (d:h), 11 (e:a:d), 12
(e:a:h), 13 (e:d:h), 14 (a:d:h) e 15 (e:a:d:h).
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Figura 3. Os escores dos Fatores 3 e 5 das amostras de Coffea arabica L. na 1* coleta (2010) e 2* coleta (2011) das
folhas expostas ao pleno sol originadas das plantas dispostas ao espago de 0.71 m” plantae arranjo quadrado (AQ) e das
dispostas ao espago de 1.25 m® planta’ e arranjo retangular (AR). Estes escores foram obtidos por andlise de
infravermelho com os extratores 1 (e), 2 (a) 3 (d), 4 (h), 5 (e:a), 6 (e:d), 7 (e:h), 8 (a:d), 9 (a:h), 10 (d:h), 11 (e:a:d), 12
(e:azh), 13 (e:d:h), 14 (a:d:h) e 15 (e:a:d:h).

As analises apresentadas na Figura 3 mostraram a diferenciagdo de densidades e arranjos (AR versus AQ) para 1* e 2°
coleta em folhas expostas ao pleno sol. As leituras na regido do infravermelho mostraram a discriminagdo dos espagos
ocupados ¢ arranjos no Fator 3 com o Fator 5, que juntos explicaram 1,05 % da varidncia total dos dados. O Fator 3
separou as duas coletas em grande parte dos extratores, mostrando existir diferengas metabolémicas entre dois anos
analisados, porém, no mesmo ano de coleta, os espagos ocupados foram poucos diferenciados. A mistura ternaria 13
(e:d:h) foi o extrator que separou os arranjos na 1? coleta, dispostas no Fator 3 negativo o AR e o AQ menos negativo
(Figura 3). Esta diferenca foi pouco significativa em toda regido do infravermelho analisada, apresentando leve
intensidade nas regides de 1732 ¢ 1707 cm™. Esta regido corresponde a cetonas conjugadas.

O Fator 5 positivo separou os espagos ocupados por uma planta e arranjos retangular e quadrado pelo extrator 7 (e:h),
pelo quadrante negativo e positivo, respectivamente. Os arranjos mostraram discreta diferenca nas intensidades de

nimero de onda em 1076 cm™ wjC=EX}, compativeis com fungio amidas.
CONCLUSOES

O estudo mostrou a importincia de realizar um planejamento de extragdo em estudos de ocupacdo de espago e
autossobreamento de cafeeiros. As folhas apresentaram diferengas metabomicas entre os dois anos analisados, tanto
quando coletadas de camadas sombreadas, como de camadas superiores e expostas ao pleno sol.

As folhas autossombreadas, originadas de espago de 1,25 m” planta” e coletadas em 2010 (1* coleta) tiveram maiores
intensidades nos nimeros de onda quando comparadas 0.71 m’ planta’ e arranjo quadrado. Esta diferenca é
possivelmente relacionada aos metabolitos de cafeina ou precursores de cafeina e acido clorogénico. A diferenca de
espago ocupado em folhas autossombreadas se tornou menos acentuada em 2011 (2% coleta).

Nas folhas expostas ao pleno sol, os espacos ocupados se diferenciaram pouco em dois anos analisados. As diferencgas
que se apresentaram, estdo associadas quantitativamente em alguns metabolitos de origem secundaria de grupos
carbonilas.
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