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EXTRATO

PERES, Valdir. M.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
1990. Cramatografia de Ease Gasosa e Egpectrometria de Massa
pata Andlise de Metahdlitos Secunddcios em Eolhas de Cafeeiro.
Professor Orientador: Jo&e Sabino de Oliveira. Professores Con-
selheiros? Reginaldo da Silva Romeiro e Nilton Carnieri.

Em face dos poucos conhecimentos existentes a respeito da
identidade dos metabdlitos secunddrios em folhas de cafeeiro,
procurou-se estudar o assunto neste trabalho, com os objetivos de
separar e identificar compostos fendlicos presentes. possivel~
velmente, em extratos metandlicos de folhas novas F velhas de
Coffea acahica L.. considerando sua provdvel participa¢io na

resistencia natural F diferenciada desses drgios a fitopatdgecnos.

Ver ificou-se, por intermddiao da cromategrafia em fase
gasosa. que as folhas possuem % subst&ncias comuns Aas duas
idades, quando se fez a andlise de seu extrato metandlico

derivatizado com N,0-bis (trimetilsilil) Acetamida. Observou-se.

ainda. que as folhas novas apresentam 13 compostos exclusivos €

Miv
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<

as folhas velhas. apenas seis.

Verificou-se que a substdncia presente, com picos mais
intensos, en extrato de folhas velhas nfo & encontrada em folhas
novas. Quando submetida & andlise por espectrometria de massa,
essa substéncia apresenta caracterrsticas de terpenos. Os
resultados sugerem que, possivelmente, compostos terpendides
possam participar do mecanismo de resistencia natural da folha
velha a fitopatdgenos compat fveis com folhas novas.

Usando o sistema de acoplamento Cromatografia Gasosa /
Espectrometria de Massa, uobservou-se, em folhas novas, a
existéncia de cinco subst&ncias com espectros caracteristicos de
flavondides, enquanto en folhas velhas apenas dois compostos
dessa classe puderam ser observados. Tal fato, associado as
demais observagbes realizadas no presente trabalho, confirma a
ocorréncia de alteragdac significativa na composiciao quimica das

folhas a medida que elas envelhecem.




INTRODUCRO GERAL

Dentre os vdrios patdgenos que podem atacar o cafeeiro
destacam~se os fungos, as bactédrias € os nematdides. Das doen¢as
de natureza bacteriana, uma das mais comuns € a “mancha-
aureolada”, causada por Pseudomonas swelngae pyv. garcae.

A mancha-aureolada do cafeeiro ocorre nas éreas produtoras
de café de Minas Gerais, Sdo Paulo e Parand (ROBBS et alii,
1981). A suscetibilidade do cafeeiro a P.. suyriugae pv. garcae
parece estar relacionada com a idade da folha (OLIVEIRA, 1988,
pois a bactéria infecta preferencialmente folhas novas.

Muitos estudos té&m sido desenvolvidos no sentido de
relacionar os metabdlitos secunddrios, produzidos pelas folhas de
cafeeiro. com a resistencia natural da planta a fitapatdgenos ou
com a formagic de produtos de natureza pds~infeccional | as
fitoalexinas. Tais andlises tém sido desenvolvidas, fundamental-

mente, com a utilizagio da cromatografia de camada fina (TLC)Y,
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sem a pPreocupagao com a identidade estrutural das substfincias.
Mais recentemente, surgiram trabalhos de separacao €
identificagl@ de compostos orgénicos constituintes de folhas,
flores, frutos e sementes de plantas. com O uso do sistema de
acoplamento Cromateografia Gasosa/Espectrometria de Massa (GC/MS)
(NORDBY r NAGY, 1981: GREENAWAY et alii, 1988 KEMP et alii,
1988). Um problema que tem sido enfrentado pelos estudiosos da
matédria € a baixa volatilidade de alguns componentes da rota
biossintdtica, principalmente fendis, entre eles cumarinas
fendlicas € flavondides.

BEm virtude do elevado ponto de ebuligdo dos metabdlitos
secunddrios de plantas. o emprego do sistema GC/MS nas andlises
espectrométricas tem sido feito com a técnica de derivatizagiao.

Em face dos poucos conhecimentos existentes acerca da
ident idade dos metabdlitos secunddrios presentes em folhas de
cafeeiro, procurou-se estudar o assunto, com os seguintes
objet ivos:

- Separar compostos fendlicos, presumivelmente presentes em
estratos de folhas novas e velhas de Coffea arabica L..
considerando sua posslivel associagav com a resistencia
natural da planta a fitopatdgenos.

= Utilizar a c¢romatografia em fase gasosa como método
alternativo mais eficiente que a ctromatografia de camada
fina na andlise de metabdlitos secunddrios em folhas de
Coffea arahica L.

« ldentificar metabdlitos secunddrios presentes am folhas

de cafeeiro com o uso do sistema de acoplamento
Cromatografia Gasosa/ Espectrometria de Massa.




CAPITULO 1

CROMATOGRAFIA DE FASE GASOSA DOS COMPONENTES DOS EXTRATOS

METANOLIC0OS DE FOLHAS DE CAFEEIRO

i. INTRODUCHKO

0 estudo da quimica do cafeeiro tem sido desenvolvido com
maior intensidade para o esclarecimento da constituisdao do café
como bebida.

Os grH¥os verdes de café contem quantidades considerdveis de
dcidos tlorogénicos (IWAHASHI et alii. 1985: MORISHITA et alii,
1986ay MORISHITA et alii, 1986 b) e grande ndmero de outros
compostos fendlicos, 0s quais estao envolvidos diretamente na
indicagRo da qualidade da bebida e da cor da infusdo do café

torrado.
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A separa¢io dos referidos compostos fendlicos, presentes em
extratos de graos de café, tern sido feita por cromatoagrafia
I1fquida de alto desempenho (HPLC), com colunas analifticas ¢
preparativas, no sistema de fase reversa (BANWART et 21ii,19835).
A ident ificagio tem sido realizada através de métodos
espectrométricoi, destacando-se a resi%nﬁncia magnét ica nuclear
proténica (NMRH ) e de carbono 13 (NMRC ), o infravermelho (IR)
(MORISHITA et alii, 1984) e a espectrometria de massa (M8).

Depois de torrado, os compostos dos grdaos crus de café
sofrem sensiveis modificacdes (AMORIM et alii, 1974; AMORIM e
SILVA. 1968: SANINT e VALENCIA. 1972). as quais sdo responsdveis
pelo sabor e aroma da bebida ( STOFFELSMA et alii, 1948).

Em gr3us e folhas de cafeeiro. encontraram-se compostos
terpendides e pirazinas (FRIEDEL et alii, 1971: VITZTHUM e
WERKHOFF, 1975), enquanto PARLIMENT et alii (1973) identificaram
o aldefdo E-Z-nonenal como o principal responsdvel pelo cheiro
caracteristico do café.

Mais recentemente. PETTITT Jr. (1987) e NAGASAMPAGI et alii
(1971) identificaram novos compostos em cafeeiro. No entanto.
experiéncias indicam que as substéncias identificadas nao sdo
exclusivas desta planta (BONDAROVICH et alii, 41967y MALMBERG e
THEANDER, 41985).

Con relagdo as folhas do cafeeiro. os estudos da composicao
quimica vém s¢endo dirigidos no sentido de relacion&-la com a
resistencia natural da planta a fitopatdgenos (ECHANDI €
FERNANDEZ, 1962; CARELLI et alii, 1974) ou com as formaghes de

produtos pds-infeccionais, as fitoalexinas (RODRIGUES Jr. et
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alii 1975; GUEDES et alii, 1982: GUEDES, 1983; MARTINS et alii,
1986; SOUZA. 1988).

A inoculagfo de folhas com ulna raga incompativel de Hemileia

vastaterix levou & produglo de substéncias que inibiram o
crescimento de esporos da raga tompatfvel do mesmo fungo, nos
bioensatos efetuados com os extratos das folhas inoculadas

(RODRIGUES Jr. et alii, 1975). Observou-se. ainda, que os nfiveis
de fendis totais € dcido clorosénico, de peroxidase e
polifenoloxidase, se elevaram consideravelmente apds a
inoculag®o, sugerindo uma correlacao desses compostos com a
resistencia & ferrugem do café (NACCACHE e DIETRICH, 1985).

O aumento do contedde total de polifendis foi também
observado eaen folhas de <cafeeiro resistentes a Ceratpcystis
fimbriata(ZULUAGA et alii, 1974iab), mediante a utilizaglo de
cromatografia bidimensional en papel.

A andlise da cutina de folhas novas e velhas de cafeeiro
permitiu a identifica¢do, por meio de médtodos cromatogrdficos e
de - espectrometria de massa. de dcidos diidroxidecandicos como
componentes predominantes. Com relag2o & cutina, nao se
encontraram diferengas qualitativas desses componentes ean folhas
novas € velhas de cafeeiro (HOLLOWAY et alii, 1972).

O estudo cromatogrédfico dos fendis totais tem sido usado na
quimiotaxonomia do cafeeiro e outras plantas. Para isso, tem-se
aplicado, fundamentalmente, a cromatografia de camada fina (TLC)
com os cromatogramas revelados sob luz wultravioleta e lu=z
ultravioleta com vapores de ambnia (CASTANO € DAVILA. 1974). sem

a preocupacao com a identidade estrutural desses fendis.
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Usando cromatografia de camada fina bidimensional, AMORIM et
alii (4978) analisaram os compostos fendlicos em folhas de
cafeeiro resistentes e suscetfveis a Hemileia wastatrix. Essas
substincias foram identificadas como fendis em geral. flavondides
e flavondides com ndcleo floroglucinol, Jdcidos clorogénicos e
neoclorogénicos.
OLIVEIRA (i988) analisou a relaclo entre compostos fendlicos
e resisténc ia de folhas novas do cafeeiro a Pseudomonas cichorii
F de folhas velhas a E£seudowmanas suyringae pv. garcae. Por
intermédio de bioensalios por difusio em #gar, observou-se que o
extrato metandlico de folhas velhas inibiu o crescimento de E.
syringae PV. garcae, mas ndo o de B. cichorii, enquanto o extrato
de folhas novas niao o fez em ambos os patdgenos. Disso, concluiu-
se que compostos fendlicos siao possiveis componentes do mecanismo
da resistencia de folhas velhas ao patdgeno, enquanto em folhas
novas outros mecanismos de resistencia devem estar envolvidos.
O presente trabalho foi realizado com o objetivo de separar
compostos fendl icos possivelmente presentes em extratos de folhas
novas e velhas do cafeeiro, por meio de cromatografia de fase

gasosa.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. oObtenc30 dos Extratas de Ealhas Neowvas E Yelhas de Cafeeiro

Coletaram-se folhas sadias de mudas de cafeeiro (Caffea
arahica L.), variedade '"Mundo Novo™. contendo entre cinco e 19
pares de folhas, mantidas en casa de vegeta¢do do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Vicosa. Para efeito de
distingio, os dois primeiros pares de folhas da planta foram
considerados de folhas novas e o terceiro. quarto E quinto Pares,
de folhas velhas. 0 material fresco foi lavado, enxuto e, depois
de retiradas as nervuras principais, pesado.

Procedeu-se & extracdo das folhas en metancl 80%. €m
extrator Soshlet, por um periodo de oito horas. Adicionou-se ao

extrato solugioc de bissulfito de sddio (NaH80 ) (4:i v/v) 1%
3




(54
(LOOMIS & BATTAILE, 1966), concentrando-o e€m rotavapor até a
remo¢aoc completa do metanol. O concentrado foi centrifugado a
10.240 g % 15 min, & temperatura de 5—100C, em centr{fuga
refrigerada (SORVALL RCSB). O sohrenadante foi filtrado a vécuo,
an papel-filtro Whatman nol, e fracionado conforme o método
empregado por KEEN (1978). para a extracdo de fitoalexinas de
folhas de plantas. Usou-se igual volume de acetato de etila
saturado com bissulfito de sddio, em funil de separagfo. Secou-
se a fraclo orgénica com sulfato de sddio anidro (Na SO ), na
proporcao de 509.1.—i = 0O sal desidratante foi removigo ;or fil-
trag3o e o solvente, evaporado totalmente en rotavapor. a 450C.
O resfduo Foi ressuspendido eam metanol, na proporcdao de 0.10

-1

ml.g de tecido fresco. Acondicionaram-se os extratos an frascos

de 5 m1, com tampa rosquedvel, & os armazenaram em congelador.

.2. #waliagap da Atividade éantiwmicrohliana dos Extratos

A atividade antimicrobiana dos extratos de folhas novas €
velhas do cafeeiro foi avaliada por meio de bioautografia (KEEN,
1978) contra Ihielavicopsis paradaxa. Utilizaram-se placas prepa-
radas com sflica gel 60 GF 254 - 7730 (MERCK), dotada de
indicador de fluorescéncia. Essas placas foram ativadas em estufa
a 700C, por duas horas, e submetidas. a uma préd-corrida no sistema
de solventes n-hesano~éter etllico-metanol (49:40:20 v/v), para a

remo¢ioc de impurezas porventura presentes na &rea da corrida

cromatogridfica. gmostras de 2.5 e 5.0 ul dos extratos
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ressuspendidos em metanol foram aplicadas an pontos espagados de
4 ¢cm e a uma distancia de 1,5 ¢m da extremidade inferior da
placa.

Na corrida cromatogrdfics, utilizaram-se cubas de vidro de

8 X 24 x 24 cm, empregando o mesmo sistema de solventes da pré-

corrida. A corrida foi realizada até percorrer 15 ¢m, a partir
dos pontos de aplicaglo das amostras. Depois da corrida
cromatogrdfica, secaram-se os ctromatogramas ao ar, até a
evaporag¢ao total dos solventes. Posteriormente. as placas foram

atomizadas com i0 m1 de meio semi-sdlido (9,4% de dgar) fundente,
ao qual se incorporou, previamente. 0.5 ml da suspensdao de
esporos de Thielaviopsis paradouxa. Esta suspensao foi obtida,
adicionando-se 9.0 ml de sblug¢do salina (@,85%) estéril a tubos
de cultura que tinham sido incubados por cinco a seis dias, a 280
C. As placas, submetidas a bioautografia, foram colocadas em
bandejas pldsticas, forradas com papel-filtro umedecido €

envolvidas an saco de polietileno, para formar cémara dnida, e

incubadas por 48-72 horas (SOUZA, 1988; OLIVEIRA. 1988).

2.3. Cromatogkafia de Camada Eina (ILL) dos Extratos

Foram preparadas placas de vidro de 20 x 20 cm, pesando-se
300 mg de amido puro, dissolvidos en 60 ml de dgua, com
aquecimento e agitac¢io, para evitar aglomerados. Ao amido

dissolvido, juntaram-se 20 g de silica 9el 60 GF 2547730

(MERCK), com agitagio, até a homogeneiza¢ao total. Colocou-se a
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mistura em espessador de camadas devidamente regulado para 0.5
mm. Depois de preparadas. as placas foram secas ao ar e

o

finalmente ativadas em estufa, a 70 C, por duas horas.
Aplicaram-se amostras de 20 ul do extrato de folhas novas em
pontos espagados de 4 ¢cm € a uma distlncia de 1,5 cm da
extremidade inferior da placa, promovendo a corr ida
cromatogrdfica, com o uso do mesmo sistema de solventes do item
2.2. Adotou-se o0 mesmo procedimento para o extrato de folhas
velhas, e o0s cromatogramas, depois de secos ao ar até a

evaporagio total dos solventes. foram revelados em cémara de luz

ultravioleta.

2.4. (Lromatografia de Ease Gasosa dos Extratos

As andlises foram feitas inicialmente em um Cromatdgrafo a
Gds Instrumentos Cientificos, modelo CG6 37. equipado com
programador de temperaturas e detetor de ionizaglo de chama
(FID), acoplado a um integrador processador €6 100. Utilizou-se
uma coluna analftica de vidro de 2,9 m x 2 mm (d.i.), empaco-

o
tada com OU-17 1{X. Temperatura do Injetor. 300 C: Detetor,

o o
320 C; Coluna: temperatura inicial de 75 C, isotérmica por cinco
o -1
minutos e, entdo, programada na razado de 6 C.min até o mdxime de
o
3¢9 C, permanecendo isotérmica por um minuto: atenuagio de 16
-10 -1

» 10 A.mV = Velocidades dos fluxos de hidrogénio, ar sintédti=-
-i

co e nitrogénioc, de 30, 300 e 30 ml.min , respectivamente. O

volume injetado para cada corrida cromatogrdfica foi de { aul,

med ido en microsseringa cromatogrdfica de 10 ml, marca HAMILTON
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(Company Reno, Nevada).

Outra andlise dos extratos de folhas novas e velhas do
cafeeiro foi feita no sistema de acoplamento da cromatografia de
fase gasosa-espectrometria de massa (GC/MS), conduzida por
impacto de eldtrons (EI) a 70 €V, @an um equipamento HP-59%6A,
acoplado a um computador HP-100QE. A coluna utilizada foi uma
capilar BP-4, espessura do filme de 05 u, ""bonded phase”
(equivalente a SE-30 e 0V-104) tipo WCOT (Wall Coated Open
Tubular) de 25 m % 0.33 mm (d.i.), de sflica fundida. Utilizaram-
SsF: 9ds de arraste, He, 1.0 m].min-ig " splitter™. na razido de
1239y temperatura da coluna de 15OOC. i_sotérmica por um minuto €.,
ent&ce, programada na razio de ZOC.min_. atd a temperatura mdximna
de 30000, permanecendo isatérmica por um minuto: temperatura do
Injetor: 3OOOC: Fonte Ionizadorat 28000: Analisador: Z’.SOOC s €
Linha de Transferéncias: 280 oC. Injetou—-se um volume padrdo de
i ul, medido en microsseringa cromatogrdfica de 1@ u1  HAMILTON

(M.R.) e inje¢l0 do tipo on column™. Os cromatogramas em
Corrente Total de lons (TIC) foram armazenados an computador.

para andlises posteriores.

25. Eoemac2o dos Derivadas dos Extratos

0 derivatizante utilizado foi a N,0-bis (trimetilsilil)-
Acetamida -BSA- (SIGMA). Para a formacado dos derivados. tomaram-
se 100 ul do extrato metandlico, os quais foram aplicados ean

""spots™ de 20 pul en TLC preparativa. apds a corrida
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cromatogrdfica, revelou-se o cromatograma sob luz ultravioleta,
e as manchas que demonstraram atividade contra Ihieglaviopsis
paradaoxa foram extraldas com o mesmo sistema de solventes (n-
hexano-édter etilico-metanol — 40 - 40 :- 20 v/v). Deste extrato,
tomaram-se 2 ml, dos quais se& evaporaram totalmente os solventes.
an corrente de nitrogénio seco. 0 resfduo foi, entao, misturado
com 1¢© ul de BSA, em frasco de vidro com fundo cbnico,
€ aquecido a 75 OC, durante 15 minutos, sendo. em seguida,
resfriado até a temperatura ambiente. Adotou-se o mesmo
procedimento com relaglo aos extratos de folhas novas F velhas. A
interpretaglc dos cromatogramas foi feita mediante a comparacéao

dos tempos de retencao dos extratos com os de& padroes

analfticos derivatizados de acordo com a mesma técnica.

2.6. Preparagio dos Padrdes Analiticos

Pesou-se 4,9 mg de cada fenol (SIGMA). escolhido como padrao
(Quadro 1A), e o transferiu para um frasco de fundo c¢bnico, com
tampa rosquedvel. Acrescentaram-se & mistura 1060 aul de BSA
(SIGMA). fazendo o aquecimento a 750 C, durante 15 minutos
(MORITA, 4974; CASTEELE et alii, 1976).

Preparou—-se a mistura de padrodes. pesando 19 mg de cada
fenol, os quais foram misturados em tubo de ensaio & dissolvidos
totalmente com metanol bidestilado. Desta soluglo, retirou—-se uma
al lquota de 2 ml, da gqual srF evaporou o solvente, em corrente de
nitrogénioc seco. Acrescentaram-se ao residuo 200 ul1 de BSA,

o
fazendo o aquecimento a 75 C, por 15 minutos. Depois de resfriada
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a temperatura ambiente, a mistura foi cromatografada,

inicialmente. em coluna analftica com inje¢dao de 2 pl, para o

ordenamento dos padrdées pelo tempo de retengao.



3. RESULTADOS E DISCUSS#0O

3.1. atividade Antimicrochiana dos Extratas

A presenca de fendis enm extratos metandlicos de folhas
novas € velhas de cafeeiro foi detectada por OLIVEIRA (1988),
quando, entioc, esses compostos foram quantificados, en termos de
fendis totais, pelo método de GANGOPADHYAY e WILLIE (1973). Por
meio do bicensaio por difusdo en dgar, observou-se que o extrato
de folhas velhas inibiu o crescimento de Esgudomonas sWringae PV.
garcag, o que nao aconteceu com o extrato de folhas novas. Isso
pode indicar que compostos fendlicos constituem possiveis
participantes do mecanismo de resistencia da planta a E. sutringae
pv. garcae (OLIVEIRA. id. ibid.).

Bioautografias realizadas com Ihielavinpsis paradoxa, ean

cromatogramas que receberam amostras dos extratos metandlicos de

14
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folhas novas e velhas do cafeeiro. revelaram a presenga de
diferentes halos de inibig3o do crescimento do fungo (Figura i).
Essas bioautografias tiveram como objetivos verificar possiveis
diferengas entre os dois extratos E se estes eram biologicamente
ativos. Os resultados permitiram verificar que os referidos
extratos possuem atividade antifdngica quando testados contra I.

paradoxa.

3.2. LCromatografia em Ease Gasosa

A cromatografia de fase gasosa € I|imitada a amostras
voldteis (CASTEELE et alii, 4976). A andlise cromatogridfica
direta dos fendis, provavelmente presentes em extratos de folhas
novas E velhas de cafeeiro, teve de ser feita com o emprego de
der ivatizante, devido & instabilidade térmica desses compostos €
& sua baixa volatilidade.

A =zandlise inicial. feita em coluna =analitica, mostrou
cromatogramas com vdrios picos, tanto para o extrato de folhas
novas (Figura 2) quanto para o de folhas velhas (Figura 3). Na
Figura 4. mostra—se o craomatograma de padrdes de fendis
derivatizados.

A comparagio entre o cromatograma do extrato de folhas novas
com o da mistura dos padrdes de fendis (Figura %) sugere uma
semelhanga de comportamento. perante a cromatografia de fase
gasosa em coluna analitica, entre as substéncias correspondentes
aos picos nos tempos de retengdo de 15,50 e 17,00 min F o padrdo

que eluiu a 416,5% min, no caso o dcida p-hidrosibenzdico.



17

SR

£
iiiiimaasmnaaaness
== r -4 AR EE S - [T - g
Eoer e EESESzasSassccagEifssis
i S aoos: —y e
= —— - 3 sgag b ERE
e R S R R e

-

G

_hu*y) 1o3sa39a op visoduay

Tempo (min.)

Cromatograma do Extrato Metandlico de Folhas Novas de

FIGURA 2.

Obtido em Coluna

Derivatizado com BSA,

Cafeeiro
de OU-i7 1.



iB

pe—e- |

Pty el sy
| Sp——

-.....:F_'.’:.:."‘
-
+
e
[ T e
; - :_.-!:1.-.
g Py sl ye— ———
o= rary

S Sy by

v b ——
Bl S B
ol i
g i o
T
e
[
e L e - Sl

—
o o e
+
1

1
¥
T
=

Ey ey
eI T e ——

E

=
i
A

L
I
-
1
1
5
i
-

-y
1
=
¥
- |

T
e et e ]
=
1
A ==

s fm  — — .y

i |
it
i |
v | AR T E T -
- i fif i e i
b3 Ol e H
s ft i R R R e
B e piiklih fihil st ilanabal il | Loy ' i 1iTH
p i | et _m A H U L s 1
S i i m. R Hal
s [ H e e T i f
&[T ﬁ sttt it e i I
n.,: AT R L il i
ATHHH N BHHTH SR A LRy Lillpienil i\
CTHH N e [ e AT HTTHA T i
i .:;f;hw,f::‘441. faeettiaadien | [foed I _r
(TR TR w RSO TS ERE  EED paaaad e o 13 T 1
¥ N TR TTRTHITH i 1
| LN R B iir i —ﬁ
AN AN _ i
At b A f

FIGURA 3. Cromatograma do Extrato Metandlico de Folhas Uelhas de
Cafeeiro Derivatizado com BSA, Obtido em Coluna de
ov=1i7 {X%. .



i9

Fendis

de

el ) L L r e mepey pe— ..I.L....I"Inh..r._ o
e e e e S e
e e RS e e e
b o T i jim ey s faaee- o s T = T m——— e et -
S RS el R E e T Enh.h.l. HIrrrke i
e Feb = N bty gy e e ar e A s B pagen Eo B Ro= o a,
jmse— et - t m— A T s e N T T v gy "
e e e e S e m..mM... eSS
o o bt e e e e
==t ! e
——— A e ma e it T . B REe . P ey S e e T e ——
e e L T T ETE T T e i L
e e e e e e e e TETH
R T R e e e P peyee mp ey ey =
= ! = - =
T =

Tempo (min.)

Padrdes

de

Mistura

da

Cromatograma

FIGURA 4.

Obtido em Coluna de OU-I7 i%.

com BSA,

Der ivat izados



20
Comparacdo semelhante pode ser feita com relaglo ao pico
correspondente ao tempo de retencic de 28,89 min € ao padrdo que
eluiu a 29,59 min, a i{,8-diidroxiantraquinona.

A comparacdao entre o cromatograma do extrato de folhas
velhas com o da mistura de padrdes de fendis (Figura é6)
apresentou o mesmo resultado para o pico correspondente ao
tempo de reteng3o de 17,50 min € ao dcido p-hidroxibenzdico, bem
como para o padrio de i,8-diidroxiantraquinona.

Considerando os dois extratos e a mistura de padrdes, nota-—
se que 08 primeiros apresentam pelo menos dois picos com tempo de
reten¢do acima de 28,99 min, comportamento semelhante ao dos
fendis dotados de mais de um ndcleo ¢ cumarinas e flavondides).

Na Figura 7, sdo comparados os cromatogramas do extrato de
folhas novas e o de folhas Velhas de Cafeeiro. Nota-se que no
extrato de folhas novas, dos dois picos de maior intensidade, a
substéncia que elui ean temperatura mais e€levada apresenta-se com
drea percentual maior que a do composto de menor tempo de
retencio. No cromatograma do extrato de folhas velhas, observa-se
que esta situacio se inverte. O que sugere modificacdo na
concentraglu de algumas substincias, & medida que as folhas
envelhecem. Observa-SF, ainda, que: a cromatografia de fase
gasosa. em coluna analltica, mostrou-se pouco eficiente para a
separacido dos componentes derivatizados dos extratos metandlicos
de folhas novas €& velhas de Cafeeiro, em virtude dos
cromatogramas relativamente pouco resolvidos.

Partindo dessa observagio, procedeu-se & cromatografia de

fase gasosa com coluna capilar, dos mesmos extratos. no sistema
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FIGURA 6. Comparacao do Cromatograma do Extrato de Folhas Velhas
com o Cromatograma da Mistura de Padroes de Fendis.
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FIGURA 7. Comparagao dos Cromatogramas do Extrato de Folhas Novas
e Velhas de Cafeeiro.
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GC/MS (KORNREICH e ISSENBERG, 1972: HUANG et alii, £{984). A
escolha da coluna cromatogrdfica para a referida angdlise
realizou~se de acordo com testes prévios para a utilizaglo com
derivados de BSA (KLEBE =t alii, 1966: BUDZIKIEWICZ et alii,
1967: KATAGI et alii, 1973: TIITTO, 1985; KATO et alii, 1985:
MELBUISH Jr. et alii, 1986).

A andlise @an coluna capilar apresentou um ndwero maior de
picos, melhor resolvidos, para o extrato de folhas novas ¢ de
folhas velhas (Figura 8). A interpretag¢lo, neste caso, foi feita
a partir da Corrente Total de lons (TIC), que permite a

reprodugia dos cromatogramas apds a aquisi¢do do espectro de
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FIGURA 8. Cromatogramas Totais do fTons (TIC) do Extrato de Folhas
Novas (A) e VUelhas (B), Derivatizados com BSA.




massa de cada componente separado (MARTINEZ. 1988).

O cromatograma total de fons da Figura 8 (A) mostra um total

de 28 picos correspondentes, possivelmente. a 28 compostos
presentes no extrato de folhas novas do cafeeiro. Na andlise do
TIC da Figura 8 (B), observam-se apenas 24 picos, O que sugere

uma diferenga de sete componentes presentes a mais no extrato de
folhas novas.

Na Figura 9, apresenta-se o Cromatograma Total de lons (TIC)
da mistura de padrdes derivatirados cum BSA, nas mesmas
condi¢des da andlise dos extratos metandlicos das folhas de

cafeeiro.
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FIGURA 9. Cromatograma Total de Ions (TIC) da Mistura de Padrdes
Derivat irados com BSA.

A comparagiao dos tempos de retengio do cromatograma total de
fons do extraio de folhas novas com o TIC da mistura de padrdes
(Figura 10@) evidenciou comportamentos semelhantes para os
componentes que elulram nos tempos de retengio de 26,39, 35,50 e

74,74 wmin para o0 extrato E 26.25, 3%,64 e 71,42 min para os
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FIGURA 10. Comparacdo do TIC do Extrato de Folhas Novas de
Cafeeiro com o TIC da Mistura de Padrboes Derivatiza-
dos com BSA.

padrdes. Estes Jl1timos correspondem. respectivamente, aos fendis
dcido 3,4~diidroxibenzdico, galato de propila e morina. A eluigio
da morina no tempo de retengac de 71.42 min estd de acordo com o
relatado na literatura para compostos flavondides € outros
(SABIR et alii, 1974: WALKER, 1975; WOODWARD. 1982). Estes dados
sugerem a possivel presen¢a de compostos flavondides nos extratos
de falhas novas de cafeeiro.

A compara¢lo dos tempos de retengdo do TIC do extrato de
folhas velhas com o TIC da mistura de padroes (Figura 11)
permite inferir comportamento semelhante para os compostos
com tempos de retengao de 26.32, 3%,%7 e 37,34 min para o extrato
e 26,25, 3%,46% e 37,75 min para os vpadroes. Estes dJltimos

correspondem aos compostos #cido 3,4-dtidroxibenzdico, galato de
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FIGURA 14. Comparasdo do TIC do Extrato de Folhas Velhas de
Cafeeiro com o TIC da Mistura de Padroes
Derivatizados com BSA.

propila e dcido ferdlico, o que estd de acordo com o citado por
HARTLEY € JONES (i1i97%3) e HOLLER F HERRMANN (1982).

A possfvel existencia de dcido ferdlico em extrato de folhas
de cafeeiro, no entanto, ndo ¢ exclusiva desta planta. SOSULSKI
el  alii <(1982) identificaram esse mesmo composto em cereais €
fécula de batata.

A comparasdao dos tempos da retengdo nos TIC dos extratos
derivatizados de folhas novas E velhas de cafeeiro ( Quadro 1)
permite observar a pregsenca de 15 compostos comuns aos dois tipos
de folhas, 13 exclusivos para folhas novas, ao lado de apenas
seis substdncias com exclusividade para folhas velhas.

Quando se comparam os cromatogramas totzis de fong do extra-
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QUADRO § - Comparacido dos Tempos de Reten¢Ro dos Cromatogramas

dos TIC dos Extratos Derivat izados de Folhas Novas e
Velhas de Cafeeiro

EXTRATO DE FOLHAS NOVAS EXTRATO DE FOLHAS VELHAS

NONERO TEWPO DE RETENGRO SCAN NUMERO TE¥PO DE RETENCRO SCAN
o1 18,15 8527 o1 i8,18 0524
o2 21,490 0624 92 24,40 0618
- = - 83 21,80 8632
03 24.55 718 a4 24,58 0722
e4 24,81 8726 - E— -—-
05 26,39 8776 L 5] 26,32 0767
- - 86 26,69 8778
96 2934 9841 07 29,77 9879
97 33,20 1036 - - - =
08 35,99 1045 08 35,57 1843
- - - 09 37.21 1092
- - = -— ie 37,54 f1e4
- == ——— i1 38,65 1135
e9 41.49 1224 - ———— -
i¢ 42,50 1254 ' 12 42,67 1255
i1 42,87 1265 13 42,93 1263
i2 44,14 1302 14 4.1 1298
13 44,75 1381 o - -~
- - - £5 47,82 1489
i4 50.81 1502 -_ -
15 52.65 1557 - - - —
i6 34,83 1622 - — —
17 55.33 1637 16 39,23 630
18 5744 1700 17 37,50 1698
19 8,68 1737 - — -
20 69,12 1780 - - == -~
21 62,36 1845 i mee ———
22 65,95 1954 - -—--- -
23 66.52 1971 18 65,45 1965
24 68,80 2039 19 68.56 2028
25 69,54 2061 2¢ 69,49 2053
26 .n 2126 - - —
27 72.79 2158 21 7291 2155
28 73.59 2182 - S -

to de folhas novas e do extrato de folhas velhas (Figura 8),
nota—se apenas neste iilt imo um pico bastante intenso. no tempo de

retengdao de 37.21 min. Isto sugere. mais uma vez, alteracao
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qualitativa dos compostos quimicos nas folhas velhas an relagzo
ks folhas novas do cafeeiro. o que pode também ser evidenciado
para outras subgsténcias presentes com exclusividade an folhas
novas e em folhas velhas. como se v& no Quadro i.

A andlise dos TIC dos extratos de folhas novas e velhas de

cafeeiro, bem como suas comparagdes com o TIC da mistura de
padrdes de fendis. mostra que a técnica de derivatizagio C
eficiente para o estudo da posslivel presenga de compostos

fendlicos nessa planta.



4. RESUMO E CONCLUSDES

O presente trabalho, que trata da separacao de compostos
fendlicos dos extratos metandlicos de folhas novas F velhas de
cafeeiro, foi desenvolvido em duas etapas.

Na primeira, promaveu-se a cronatografia an fase gasosa, ean
coluna dgnalftica, dos extratos derivatizados com N,O~
bis (trimetilsilil)-Acetamida = BSA . Os resultados indicaram que
a tédcnica de derivatizagio com BSA permite valatilizar compostos
fendlicos de elevados pontos de ebuligio e de diffcil andlise por
cromatografia an fase gasosa. Esta cromatografia em coluna
analftica mostrou-se eficiente para a separaglic F evidenciagao
dos componentes que apresentaram picos mais intensos nos
cromatogramas das amostras, PpPorém pouco eficiente en relagio as
outras substéncias dos mesmos extratos.

P8de-gse verificar que os dois compostos, presentes em maior
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3i
intensidade nos cromatogramas dos extratos, sofrem considerdvel
modificacéao & medida que a folha envelhece. Dos dois picos de
maior intensidade, no cromatograma do extrato de folhas novas a
substé&ncia que elui em temperatura mais elevada apresenta-se com
drea percentual maior que a do composto de menor tempo de
reten¢do, No cromatograma do extrato de folhas velhas. esta
situaglo inverte—-se. e tal modificacdo pode estar relacionada com
a resistencia natural diferenciada dos dois tipos de folhas a
fitopatdgenos.

Na segunda etapa. a andlise desenvolveu-se por cromatografia
de fase gasosa em coluna capilar. A tdcnica mostrou-se bem mais
eficiente. €, por meio dela, pbde-se concluir que existem
compostos comuns aos dois tipos de folhas F outros, cuja presenga
s limita a apenas um dos extratos de folhas de cafeeiro.

A evidencia de um pico mais intenso apenas no TIC do extrato
de folhas velhas, no tempo de retengiao de 37,24 min, permite
concluir que a substéncia correspondente a ele caracteriza uma
var iagdo da composi¢io quimica & medida que a +{olha envelhece.
Sugere-se a identificagio desta substdncia, bem como hiocensaios,
no sentido de relaciond~1la com a resistencia das folhas velhas do
cafeeiro a fitopatdgenons que sejam compativeis com as folhas

novas desta planta.



CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM FOLHAS DE CAFEEIRO

POR GC/MS

1. INTRODUCAO

0 estudo da quimica do cafeeiro tem-se restringido
praticamente as folhas & aos frutos. Estes dltimos, por estarem
diretamente envolvidos nos hdbitos alimentares de muitos povos.

tém atrafdo mais a aten¢&8co dos pesquisadores da drea, preocupados

em identificar as substdncias quimicas responsdveis pela
qualidade da bebida. Nesse sent ido, a literatura ¢ abundante em
trabalhos relacionados com gr#os armazenados. torrados e mol{dos,

bem assim com o resultado da infusio do pd obtido.
Nos frutos do cafeeiro. j& se identificaram hidrocarbonetos,
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dlcoais, cetonas, lactonas, fendis, piridinas e pirrdis
(STOFFELSMA et alii, 1948), bem como terpendides e pirazinas
(FRIEDEL et alii, 1974), esterdis (NAGASAMPAGI et alii, 1971) e
E,2-nonenal (PARLIMENT et alii, 1973). entre outros compostos
orghnicos.

POUCO SF Sabe a respeito das substdncias existentes em

folhas de cafeeiro. O0s trabalhos existentes restringem-se a
compostos fendlicos, isolados por Cromatografia de Camada Fina
(TLC)Y, usando reveladores quimicos ou, entdo. luz ultravioleta,

com e sem vapores de ambnia (AMORIM et alii, 1978).

HOLLOWAY et alii (1972) analisaram a cutina de folhas jovens

E adultas do cafeeiro, mediante o) uso de mét odos
espectrométricos, encontrando. como componentes predominantes.
dcidos diidroxidecandicos em vdrias estruturas is@imeras. No
entanto, esses pesquisadores nao detectaram diferengas

qualitativas na composi¢ac das duas idades de folhas.

Por intermédio de cromatografia de camada fina
bidimensional, isolaram-se 41 compostos fendlicos, dos quais 32
eram comuns a folhas jovens e adultas do cafeeiro (AMORIM et
alii, 1978). No entanto, essas andlises relacionaram-se
basicamente com uma possivel associacdo entre compostos fendlicos
€ a resistencia da planta a fitopatdgenos.

Mais recentemente, OLIVEIRA (1988) concluiu que compostos
fendlicos sdo provdveis participantes do mecanismo da resistencia
de folhas velhas a Psegeudomonas sy$gtingae pv. garcae, enquanto ean
folhas novas outros mecanismos de resisténcia devem estar

envolvidos.
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AMORIM et alii (1978) e OLIVEIRA (i988) nao objetivaram a
determinaglo das estruturas quimicas dos compostos fendlicos
envolvidos na resistencia das folhas a fitopatdgenos, limitando-
s€ a caracterizar o seu grupo funcional.

o uso de metodos espectrométricos tem facilitado a
identificasdao de subst@ncias orgldnicas. LAM e DRAKE (1973)
identificaram seis poliacetilenos an ralzes de Senecio jacahaea.
MAZZA (1985, trabalhando com o sistema de acoplamento
Cromatografia de Fase Basosa/Espectrometria de Massa (GC/MS),
isolou e .identificou 154 compostos entre os constituintes
voldteis do dleo essencial de rizomas de dcorus calamus L., dos
quais ?4 eram terpenos ou compostos terpendides. Na batata—-doce.
identificaram-se 27 compostos responsdveis pelo aroma da raiz
(TIU et alii, 198%5).

Em folhas, ¢ comum a presenga de terpenos & compostos
terpendides. Analisando o dleo essencial de ordgano, SENDRA e
CUNAT (41980) identificaram 13 monoterpenos, 10 sesquiterpenos e
36 terpendides oxigenados. 0 estudo do aroma do chd-preto indicou
a presenga de 287 compostos, dos quais 16 eram terpenos F 37
terpendides (MICK e SCHREIER, 1984).

Também, en flores e frutos ¢ comum a existencia de terpenos
e terpendides. Nas flores da malvdcea Hihistcus rosa - sinensis,
identificaram-se 18 desses compostos { NAKATANI et alii, 1986) .
enquanto em flores da cucurbitdcea Cucuchita maxima Duchesne
foram encontrados 31 deles (ANDERSEN, 1987). |IDSTEIN e SCHREIER
(4985=a) ident ificaram 136 compostos nos voldteis da manga

Mangifera indica, dos quais 32 eram terpenas. Por outro lado, 20
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segquiterpenos foram isolados E identificados no ™ flavor™ do
abacaxi (BERGER et alii, 1983).

FRIEDEL et alii (1971) postulam que compostos terpénicos F
terpendides SA0 comuns a todos os drgaos de plantas,
especialmente en seus dleos essenciais € " flavors™. enquanto
DIECKMANN e PALAMAND (4974) discutem a fung¢do do mirceno como
precursor na formacdo desses compostos. Diante dessas evidéncias,
h provdvel que também en folhas de cafeeiro estejam presentes
tais subst&ncias, além daquelas jg isoladas por AMORIM et alii
(4978) e OLIVEIRA (1988).

O presente trabalho objetivou a identificacdo dos compostos
org&nicos presentes nos extratos metandlicos de folhas novas e
velhas de cafeeiro (Caoffea acahica Lad, usando dados

cromatogrdficos € espectrométricos.



2. MATERIAL E METODOS

2.14. Andlises por GCALMS

As andlises dos padrdes relacionados no Quadro 1A, bem como
dos extratos metandlicos de folhas novas e velhas do cafeeiro,
foram feitas en cromatdgrafo de fase gasosa, acoplado a um
espectrémetra de massa, quadrupolar Hewlett-Packard, modelo
49964, equipado com un sistema de pracessamento de dados RTE-VI
UM ¢ um minicomputador Hewlett—-Packard 40900 E. A fragmentacdo dos
espectros de massa foi obtida por impacto de elétrongs (IE), a 70
el.

Usaram-se colunas capilares. A ¢ B, nas seguintes cond icBes
operac ionais?

Coluna A: BP~-20, espessura do filme = @,25 p, “bonded phase

tipo WCOT (Wall Coated Open Tubular) de 25 m x 0,32 mm (d.i.), de

-i
sflica fundida. Gds de arraste He, i ml. min “gplitter’”, na
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razdo de 1:30. Temperaturas do injetor. fonte ibnica, analisador
e linha de transferencia de QBOOC. Coluna: 17OOC. isotérmica
por um minuto e entdao programada na razdo de 4OC - min_l até 210
OC, permanecendo isotérmica por 10 minutos. Inje¢do do tipo ""on
column®. com seringas cromatogrdficas marca HAMILTON Co. (USA).
de 10 al. O Volume injetado foi padronizado en 1 ul.

Coluna B: BP-1i, espessura do filme = @,5u, ""bonded phase®

tipo WCOT, de 25 m » 0.33 mm (d.i.), de stftlica fundida. Gds de

arraste e "splitter™ , nas mesmas condigOes anteriores.
Temperatura do injetor: 3000C: fonte i8nica, analisador € linha
e transferencia de 28000. Coluna: 15000, isotermica por um mi-
nuto e entao programada na razao de 20C - min_1 até 30000, perma—
necendo isotdérmica por um minuto. Volumes injetados de um ul, com

seringas cromatogrdficas HAMILTON Co. (USA) de 10 ul.

2.2. PreparacBo doa Padraes para Andlise pPoL GC/ZMS

Pesaram—-se 10 "mg de cada fenol, escolhido como padr3o,
farendo a dissolu¢lo em metanol bidestilado até um volume de 0,5
ml. Obt(:ve—se. assim, uma soluglo de concentracao de
20 jug.pnl , que foi cromatografada en Coluna A.

Para os padrdes derivatizados, pesaram-se 4 mg de cada
fenol, sendo essa massa transferida para um frasco de fundo
cbnico, dotado de tampa rosquedvel. Acrescentaramn-—-se a essa

(@]
massa 190 ul de BSA (SIGMA). sendo a mistura aquecida a 75 C,

durante 15 minutos. e depois resfriada a temperatura ambiente.

para anflises em Coluna B {(CASTEELE et alii, 1976).
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2.3. Brepacacio dos Extratos de Eplhas de Cafeeicp paca gndlise
por GLAHMS
O extrato metandlico (80%), de folhas novas e velhas. foi

inicialmente cromatografado em placa de TLC, usando-se o sistema
de solventes n—hexano-éter etilico — metanol ( 40 = 40 = 20 v/v).
Apds @a corrida cromatogrdfica, as placas foram reveladas eanm

cdmara de luz ultravioleta e as manchas, extraidas com o mesmo

sistema de solventes. Evaporaram—-se os solventes an corrente de
nitrogénio seco, e o resfduo foi ressuspendido an metanol
bidestilado, para posterior andlise en Coluna A. Parte desse

residuo obtido foi derivatizado com 10¢ ul1 de BSA  (SIGMA). para

posterior andlise en Coluna BE.

0.4, Interpretacio dos Espectros de Hassa

A interpretag’ko dos espectros de massa, dos compostos
separados dos extratos metandlicos de folhas novas e velhas de
cafeeiro. foi feita do seguinte modo:

a) Exame das caracteristicas gerais de cada espectro;

b) determina¢ao da massa molecular:

c) determinagido da fdrmula molecular, com apoio do sistema
de dados do espectrémetro de massa:

d) andlise mecanistica e comparacido com os espectros dos
padroes escolhidos; e

&) comparaciao dos picos de maior intensidade dos espectros

de massa obtidos dos extratos, com os picos mais abundantes de
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hidrocarbonetos (Quadro 24), cetonas, ésteres r epdxidos (Quadro

3A) e aldeldos (Quadro 4A), todos com fragmentacdo semelhante.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1i. Escolha dos PadebDes

Os principais compostos presentes nos extratos metandlicos
de folhas novas € velhas de cafeeiro podem ser fendis (AMORIM et
alii. 1978: OLIVEIRA, 1988). Por essa razado, escolheram-se vdrios
tipos representativos dessas substéncias como padrées.

A. escolha foi feita tomando por base o admere de fungdes
fendlicas, distinguindo-se, sempre que posslvel, os diferentes
isbmeros estruturais. Levou-se, também, em consideraclo seu
nimero de nicleos aromdticos € nao-aromdticos, com a inclusdao de
alguns flavondides. Finalmente, escolheram-se fendis com pontos
de fusio prdédximos r distantes. para uma comparacao mais exata,
principalmente en relagac & eluigiao dos compostos enmn coluna
cromatogradfica capiilar. No Quadro 1A, relacionam—se os 28 padroes
escolhidos. com base nos critérios mencionados anteriormente,

incluindo seus tempos de retengao, PeEsos moleculares e pontos de
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fusio.

3.4.1. Espectronetria de Massa dos Padroes

0 espectro de massa dos fendis apresenta um {on molecular
EMJT bastante intenso € com perda de hidrogénio (M-i), estando a
fragmentasdo mais importante associada & perda de 28 unidades de
massa, correspondentes & eliminacdo de mondsido de carbono.
No fenol, a perda de CO ocorre a partir de uma cicloexadienona,
formada intermediariamente para dar o fon M-28. 0 fragmento H-28
costuma ser acompanhado de uma espécie de reduzida abundincia
{M-29), correspondente & perda de [CHOJT « O resultante final
& o cdtion cicliopentadienila, m/= 65 (BUDZIKIEWICS et alii.
1967).

0s fendis metilados apresentam, também, picos M-i bastante
intensos, devido & formacdo do ion hidroxitropilio. No entanto, a
intensidade da espécie M-4 €& Dbaixa nos espectros de
dimetilfendis, aen virtude do pico M~CH . Assim. a importéncia dos
fons M-28 E M~-29 & reduzida nos f‘ené?s metilados € naqueles com
maior cadeia alquflica, onde a perda do fragmento alqullico

ocorre mais rapidamente que o hidrogénio alfa (SILVERSTEIN et

alii, 1981; DORING et alii, 1985).

Os espectros de massa dos flavondides apresentam
caracteristicas peculiares para cada grupo. em virtude de suas
estruturas diferenciadas. B4LZA et alii (1988). trabalhando com

diidroflavondis e depois de promoverem a deuteragao dos grupos

hidroxila fendlicos, encontraram como fragmento tipico o ion
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+
M - S7]1 . Esta espécie foi derivada do ion molecular, depois da
migragdo de um radical hidrogénio do HO-C~-3 para C-2 e da perda
de [0=C=6;0H3 « Por outro ladoe, o fragmento [M - 433+ mostrou—-se
caracterrstico de flavanonas, devido & perda de ceteno € radical
hidrogénio.

Ao se promover a primeira andlise espectromdtrica dos 28
padrdes escolhidos, somente 19 deles elufram para o
espectrbmetro de massa quando se utilizou a coluna A. Como esta
coluna €& adequada para andlises cromatogrdficas de substincias
polares E Os compostos fendlicos analisados eram dotados de
polaridade relativamente grande, pde-se deduzir que outros

fatores, além da polaridade, estavam influindo nos resultados.

Gabe-se que o ponto de ebuligio dos compostos fendlicos &

relativamente elevado. As condigdes do instrumento. adequadas &
Coluna A, ndo permitiam a elevaglo da temperatura do injetor
o o

acima de 280 C e a da coluna além de 220 C. Estes fatores podem
ter in¥lufdo na n3o-elui¢glo dos padrdes restantes.

A andlise desses resultados conduziu a uma derivatirag3o dos
padrées, com o objetivo de obter a eluigao de todos eles e
facilitar as comparacdoes com 05 extratos de folhas novas e
velhas.

+

Mo @uadro i, mostram-se os tempos de retencao, os fons [HMI.
e o padrao de fragmetaclo dos fendis gue eluflram em Coluna A. Uma
primeira andlise desse quadro pode ser feita pela observacdo dos
picos mais abundantes dos #Hc idos fendlicos, isbmeros estruturais,
2,4-diidroxibenzdico {(beta-resorcilico), 3,4-diidroxibenzdico

{protocatequinico) e 2,5-diidroxibenzdico (gentisico). Para
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(o]

QUADRO i = Tempos de Reten¢io, lons [M]l. e Padrdo de Fragmentacdo
de Fendis. Obtidos em Coluna A

PADRRO DE FRAGMENTAGRO

PADRUES + a/z (ABUNDANCIA RELATIVA)
NUMERO RTs [H]l. ¥4

8 2,6-diterbutil-4-metidfenol (BHT) ©3,96 228 265 (i88) 57 (38) AL (38) 228 (220 445 (16)
e2 A-hidroxinctil-2,4-di-t-but ilfenol 06,34 236 45 (100) 41 (50) 32 (41) 57 (250 31 (28)
e3 R. #-hidroxi-3-metoxicindmico

(Ac. ferdlico) 07,97 14 77 (180) 135 (i08) {407(B&) 158 (71) 37 (59)
o4 2.3-diterbut il-4-wetoxifenc]l (BHA) 41,86 236 145 (18é) {37 (B3) 4B& (44) 3% (22) 77 (22)
05 4-hidroxi-3-setoxibenzaldelda

{Vanilina) 13.23 152 {54 (184) Bf (98) 452 (B9) 53 (77 St (72)
9 Ac. 3,4-diidroxibenzdico

(Ac. protocatequinice) 16,24 154 ii® (d1ee) 45 (i¢9) &4 (BF) &3 (5F) 53 (49)
el i,2-diidroxibenzeno {catecol) 20,51 116 418 (ie6) &4 (49) &3 (2B) 53 (21) B (IW)
a8 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldedo

(siringalde{do) 25,37 182 39 (1ee) 182 (&8) Si (&5) 45 (a1) 53 (58)
09 R. 2,5-diidroxibenzdice

{Ac. gentfsico) 27,80 154 i@ ({e@) 45 (B&) 53 (74) 39 (62) 35 (57)
16 R. 2,4-diidroxibenzdico

{Ac. B-resorcilico) P16 154 ii6 (iee) 37 (54) B2 (4B) 53 (46) B (39)

RT* = Tempo de retengio.
+

EMI.= Ton molecular.

estes compostos. o pico base € representado pelo fragmenta m/=
11¢. como os trés compostos té&m o mesmo fon molecular, m/z
154, percebe~se Qque nAo sAo relevantes € nem aparecem nos
espectros as espécies H — i dos trés dcidos. Além disso. o pico

m/z 140, de abundfncia relativa 10@YX nos trés compostos (Figura
4), corresponde A& perda de 44 unidades de massa. o que sugere uma
eliminagko de CO .

2
JZ o espectro do siringaldefdo (4-hidroxi-3,5-dimeto-
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xibenzaldefdo} apresenta padrao de fragmentacao bastante
diferente. 0 pico-base. neste caso. corresponde ao+ lfon fragmento

m/z 39, sendo também abundante o pico m/= 182 [MJ. . Isto sugere

[File »1YRBR Ac Esta—-resorcilico 28ug-ul Zean 1968
Bpk Ab 1@@ NR 32,08 min.
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FIGURA i Espectros de Massa de Trés Acidos Fendlicos IsOmeros,
Cromataografados en Coluna A.
{A) Acido B-Resorc{lico, (B) Acido Protocatequif{nico e
(C) Acido Gentisico.

que a simples presen¢a do grupo hidroexila no anel aromdtico nio
padroniza a fragmenta¢do nos espectros de massa dos compostos
fendlicos. Além disso, pela comparagio dos espectros do
siringaldel{do e da vanilina, pode-se deduzir que nos =aldeidos
fendlicos o fun molecular estd sempre presente. o WMESMO

acontecendo com a espécie M—-4i.
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3.1.2. Easpectrometria de Massa dos Padrdes Derivatizados

A derivatiza¢lo com BSA & uma tdcnica que permite
transformar as subst&ncias ndo-voldteis E as termicamente
instdveis em ¢dteres trimetilsilanizados, os quais apresentam
polaridade E pontos de ebuligio mais baixos que os respectivos
compostos originais. Com a derivatiza¢lo, podem ser analisados no
sistema de acoplamento GC/MS os compostos flavondides fendlicos,
Oos quais passam a apresentar. apds a reagao, volatilidades
bastante acentuadas € coerentes com as temperaturas alcangadzas
pelos injetores e colunas cromatogrdficas capilares (CASTEELE et
alii, 1976).

O reagente BSA comprovou sua eficiéncia satisfatdria para a
derivatirzaglo dos fendis escolhidos como padrdes, em decorréncia
do reduzido tempo de reagao e da baixa temperatura exigida. Com
esta tdcnica, pbde~se obter o espectro de massa de 27, dos 28
padrdes escolhidos, apresentados no Quadro iA.

No Quadro &, apresentam-se os picos mais intensos, an ordem
decrescente da porcentagem de abundé&ncia relativa. dos espectros
de massa, obtidos en Coluna B. Esta coluna mostrou—-se bastante
adequada % andlise, permitindo a elui¢lio de 27 dos 28 compostos
fendl jcos escolhidos como padrides. Uma andlise individual desses
fendis mostra um acrédscimo de 73 u.m.a. para cada grupo hidroxila
derivatizado, O que corresponde exatamente a um grupo —Si(CH3)3.
A reagho geral de derivatizagRo dos fendis mostrada no Quadro 2

pode ser vista também na Figura 1A.
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QUADRO 2 — Espectros de Massa de 28 Compostos Fendlicos Derivati-

PADRRO DE FRAGHENTACAO

n/z (ABUNDANCIA RELATIVA)
(%

(26) 24 (%) 74(8)
(50) A (34) 220 (22)
(48) 45 (27) 232 (28)
(48) 209 (48) 73 (28)
(34) 45 (32) 342 (17
(41) 310 (35} 45 (30
(65) 223 (63) 193 (49)
(46) 342 (43) &5 (29)
(76) 45 (36) 59 (42)
(38) 124 (23) 223 (22)
(58) 45 (31) 354 (iB)

(33) 9329 MDD

(86 %2 (77) 75 (38)
(36) 45 (29) 356 (i1)
(26) 378 (24) 355 (24)
(99 73 (B2) 234 (73)
(33) 327 (33) 342 (31)

(28) 75 (19 45 (18)
(71) 438 (35) 45 (27)
(28) 397 (22) 43 (i1)

(44) 288 (43) 75 (3%)
(42) 428 (27) 45 (24)
(36) 75 (2§) 338 1i%)
(31) 322 (18) 397 (i5)

(72) 45 (34) 37 (31)
(38) 546 (24) 45 {17
(33) 648 (30) &A% [17)

zados, Cromatografados em Coluna B
ION

COMPOSTOS RT* [ Hl.
Catecol 08,49 254 73 (180 45
B.K.T. 14,50 292 205 (ie0) &7
B.H.A. ua 252 73 (1e0) 237
Vanilina ua 224 i94 (ie0) 193
Pirogalol 15,00 342 73 (iee) 239
t-butilidroquinena 17,98 310 73 (im) 295
fc. p-hidroxibenzdico 17.9 282 73 (i89) 267
Floroglucinol 18,99 342 73 (is0) 37
Siringaldefldo 28.88 254 224 (10@) 73
fic. vanflico 23,04 342 73 (ied) 45
fc. gent{sico B9 376 73 (ied) 355
fic. 3,4-diidroxiben~

2dico 24.81 370 73 (100) 45
fic. 3~(p-hidroxifenil)

propidnico 24,02 310 179 (182) 73
fic. B-resorcflico 26,088 379 73 (100) 355
fic. A-resorcliico 26,590 378 73 (188) 45
Usbeliferona 21.00 234 249 (188) 143
Ac. siringico 29,94 342 73 (188) 45
A-hidroximetil-2,6-di-

terbutilfenol 32,49 380 73 (i0d) 2e3
A. gdlico 33,50 458 73 (i09) 281
T.H.B.P. 34,22 412 73 (100) 45
Ac.E-3,4-dimetoxici-

némico 4.9 288 191 (f0@) 73
Galato de propila %.68 428 73 (1e8) 281
éec. ferdlico 3.64 338 73 (e@) 45
Esculetina 49,99 322 73 (108) 45
{,8-diidroxiantra-

quinona 56,50 384 369 (1) 73
Naringenina 69,99 488 73 (164) 545
¥or ina 72,09 662 73 (10d) 847
Corcusina — 542 nao eluiu no GC/HS

RT* = Tempo de retengao.

i51

{ &)

145 (7

4
4
133
207
L]
343
237
247
357

137

45
74
147
435
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Na Figura 2, mostram-se os espectros de massa de seis, dos

28 fendis derivatizados, com o pico-base wm/z 73. Observa-se.
ainda, que o fon molecular aparece en abundéncia aprecidvel, o

que sugere uma alteragfo considerdvel no padrao de fragmentasao

do composto original. em relagdo ao seu derivado. Esta alteragio
torna-se mais visivel ao comparar espectros de fendi; nao-
der ivat izados com outros, dos mesmos padrdes. apds a

der ivat izagao (Figura 3).

3.2. Espectrometria de Massa dos Extratns de Enlhas Novas g

VUelhas de Cafeeiro

Quando promoveu a andlise espectrométrica dos extratos
metandlicos de folhas novas € velhas, no sistema de acoplamento
GC/MS an Coluna A. nao se obteve um cromatograma total de {ons
possivel de ser analisado. Isto sugere uma provdvel
incompatibil idade entre os compostos Presentes nos extratos. com
a fase polar da coluna. ou uma nao—-otimizagdo flsica do sistema
com os extratos. Tal resultado também estd em desacordo com os
dados obtidos por AMORIM et alii (i978), em que estes autores
prevéem a existencia de uma série de compostos polares. entre
eles fendis e flavondides, nos extratos de folhas de cafeeiro.

Uma outra dedugio que pode ser tirada do comportamento da
amostra perante a Coluna A € que os componentes do emtrato sdo
de subst&ncias dotadas de elevados pontos de ebuligin. Desse
modo. sao dificeis de serem volatilizadas na temperatura

alcangada pelo injetor do instrumento.
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FIGURA 2 - Espectros de Massa de Fendis Derivatizados, Cromato-
tografados em Coluna B. (A) Catecol, (B) Ac. Protoca-
tequlnico, (C) Esculetina, (D) Ac. Sir{ngico, (E) Pi-

rogalol F (F) Ac. Ferdlico.
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FIGURA 3 - Comparag¢ac dos Espectros de Massa dos Fendis Niao - De-

rivatizados com os

Der ivatizados,

Colunas A F B,

Respectivamente.

Cromatografados em

(A Ac.
{C) Ac.
(C),

(E) Ac.

B—Resorcilico,
Protocatequinico,
Gent{sico

e

(B) Derivado BSA de
(D) Derivado BSA de
(F) Derivado BSA de (E).

(A),



Quando se utilizou a coluna B,
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os extratos de folhas novas

E velhas do cafeeiro foram derivatizados.

Obtiveram—-se assim

os

respectivos cromatagramas

totais

de

fons

dos

extratos

derivatizados

(Figuras 4 e 9).
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FIGURA 4 = Cromatograma Total de Yons do
Folhas Novas de Cafeeiro.
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FIGURA 5 - (A) Cromatograma Total de lons do Extrato Derivatiiado

de Folhas Velhas de Cafeeiro
37.21 wmin.

e (B) “Zoom” do Pico
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0S espectros de massa. obtidos dos compostos presentes nos

TIC dos extratos de folhas novas e velhas. sdo apresentados nos

Quadros 3 € 4, com 0% Pi€cos mais intensos em ordem decrescente de
abundéncia relativa.

Uma primeira vista do Quadro 3 permite inferir que apenas

12 componentes do extrato de folhas novas de cafeeiro podem cor—

responder a compostos hidroxilados (dlcoois ou fendis), uma vez

que a@n somente 12 espec-:ros aparece o pico m/z 73 caracterrstico

do fragmento LSi(CH > 1 (SHARKEY Jr et alii, 19%7). Jd o extrato

de folhas velhas m:st3ra a presenga de 10 compostos com fragmento

m/z 73. Na Figura 2A, apresenta—-se um modelo de fragmentasao de

trimetilsililédter.

3.3. Relagdo Eutratos/Besisténcia

Tanto os extratos de folhas novas quanto us de folhas velhas
foram analisados por cromatografia de fase gasosa apts a extracao
en TLC preparativa. Para esta dltima operaglo, determinaram-se.
previamente. as Rfs a partir da atividade antimicrobiana testada
contra Ihielaviopsis paradoxa, por intermédio de bioautografia.

A comparagao dos cromatogramas totais de ions do extrato
de folhas velhas € novas mostra que o pico no tempo de retengdo
de 37.21 min ndo tem correspondente em folhas novas (Figuras 4 e
5). Quando promove o ""Zoom™ do Cromatograma da Figura & (A),
verifica-se que o pico a 37.21 min corresponde a dois
componentes. eluindo o segundo a 37.51 min, como s& observa na

Figura 9 (B).
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QUADRO 3 - Espectros de Massa do Extrato Derivatizado de Folhas
Novas de Cafeeiro
PADRRO DE FRAGHENTACRO
TEMPO DE n/z (ABUNDANCIA RELATIVA)
COMPOSTO  RETENCAO (§4]
o B 32 (1800) 73 (33) 43 (20) 48 (20) 247 (47} 57 (18)
82 21,40 32 (18e) 41 (32) of (31) 43 (3¢) ¥/ (21) o0 (15)
03 2% 32 (1e8) &7 (29) 55 (23) 40 (14) 42 (16) B2 (14)
84 4.8 32 (ie8) 43 (44) M (3M) 57 (39 71 (18) 53 (18)
95 26.02 149 (108) 57 (72) 4% (&7) 56 (21) 76 (29) 7 9
86 29,34 58 (168 a2 37) 43 (1%) 41 (14) 5 (2 )]
87 3.2 43 (188) 147 (45) 71 (44) 41 (42) 32 (38) 55 (27
o8 35,59 73 (18a) 43 (B&) 73 (79) 41 (&1) 2 (53 35 (43)
09 4.49 32 (188} 4§ (53) 57 (43) 43 (4l) 149 (29) 55 (27)
i® 2.58 43 (104) ST (77) 41 (56) 32 (47) 55 (35) 71 (38)
11 42,83 32 (109) 41 (63) 73 (58) 55 (51) 43 (58) 75 (48)
12 4n 73 (108) 43 (97 75 (75 3 73 4i (47) 55 (58)
13 44,72 43 (1000 57 (73) 41 (500 7L (38 55 (28) 32 (28)
i 50,81 43 (100) 57 (79) 41 (47) 71 (34) 55 (28) 32 (23)
15 52,62 32 (1e@) 43 (76) 73 (58) 1456 (4B) 41 (49) T (34)
16 54,83 43 (160) 57 (B2) 41 (41) 71 (37) 55 (28) 8 un
17 55,38 41 (108) 43 (98) a7 (57) 149 (B84) 55 (45) 71 (44)
18 51.4 73 (400) 57 (32y 32 (23 4 (12) 45 (12) T
19 58,65 43 (100) S7(79) 41 (420 71 (AN 55 (25) 85 (28)
20 68,15 32 (i) 43 (38 44 (28) 73 (24) 41 (24) 146 (47
21 62,36 200 T 713 43w g3 (23) 32 (19
22 45,95 43 (108) 57T (B2) A1 (40) 7L (3%) 32 (W) 55 (29
23 66,52 &5 (10d) 41 (39) 8l (35) a2 (7 &8 (15) &7 (12)
24 48,80 73 (188) 358 (1B) 355 (8 479 ( 8) M8 4508
25 69.%4 73 (109) 368 (22) 43 (@) 7a (B 3/E5(8) 458
26 1 73 (108) 283 (13) 45 (43 32 (12) Hig 7508
27 .79 47 (108) ST (78) 32 a8 41 (49) 44 (43) 73 (41)
28 73.59 73 (10@) 45 (13) 283 (41) 32 (1) AL M8

os compostos correspondentes a eles nao sao fendis.

uma

Os espectros obtidos dos dois picos (Figura ) mostraram que

VEZ que nao se encontrou

o pico m/=z 73,

der ivatizacdo com BSA (Quadro 5).

nem dlcoois,

caracter{stico da
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QUADRO 4 - Espectros de Massa do Extrato Derivatiiado de Folhas
Velhas de Cafeeiro

PADRRD DE FRAGHENTACRO

TEMPO DE
RETENCAO »/z (ABUNDANCIA RELATIVA)
CONPOSTO {2)
o1 18,18 32 (1e8) 73 (45) 41 (38) 75 (35) 43 (28) a7 U7
82 21,40 32 (1ee) 41 (42) 57 (39 43 (31) 97 (25 5 (29
83 24,80 32 (106) 43 (B2) 4 O 95 (68) 56 159) 57 14%)
84 24,58 &7 (1949) 55 (77) 42 {550 189 (33) 82 (45) 48 (31)
a5 26,32 43 (188) 32 (92) 41 (73) 97 (68) 149 (49) 3B (39)
86 26.69 32 (ied) 73 (88) 43 (69) 75 (640 4i (52) 5 29
07 2.7 74 (188} 43 (B7) 41 (671 87 (58 35 (48) 32 (26)
68 3.57 73 (18a) 43 (83) 73 (8i) 4f (6% 117 (48) 3 (43)
89 37,24 41 (108) &7 (B1) 95 (761 Bi (47) 34 (41) 43 {36)
19 37,54 4f (104) 55 (87 43 (6%) &9 (37 74 137) o4 (26)
1 38,65 74 (100) 43 (98) 32 (87) 4f (83) 35 (57 BY (54)
12 42,67 73 (18d) 73 197 41 {88) &7 (72) 55 (68) 32 (49)
13 2.9 73 (ipd) 41 (982 73 (%9) 33 (B&) 43 (73) 32 (56)
14 an 73 (104) 43 (940 73 (72) 41 (63) 32 (62) 35 (42)
15 1.8 43 (100) 9y (5B 41 (4%) 55 (44) 32 (36) 57 (38)
16 5%.23 3 (100) 43 (96) 41 (88) 32 (77 147 (59) 55 (44)
17 51.4 73 (100} 32 (54) 57 (31 45 (47) 4 {47 44 {15
18 66,45 49 (160) 41 (582 32 (43) Bl (38) 68 (16) 44 (15)
19 68.56 73 (108 368 ( ®) 4519 74 ( B) 75 { &) i79 ¢ 5)
20 69,490 73 (189) 32 (19 348 (18) 44 (12) 45 (11) T4 (%)
2 .9 43 (ied) 73 (%93) o7 (41) 41 (38) 55 (31) 223 (15
File >OLLB’ Extratc de folhas velhas de cafeeiro ESR Tcan 1892
Bpk ab ik HRN 27.21 wmin. |
; B BT |
& 54 | E 81 ol
491 i Mg 1 s 8 !
Ll b J“ ! [ 87 ey |
J1 WL el ) R o il els ot p |
40 &0 50 160 1z9 148 158 lE@ 208
File >0LID" Extrateo de folhazs wvelhas de cafeeiro BoH scan 1101
Epk Ab .H__L SE MR 37.51 min,
564 o i ) )
1| s
g ‘ | I Bam 124 s
1 } 1 i , 111 123"~
i [.] | LE! ﬂ!lr! .|H|I 11 LELF| ! e | ok “_[‘
! SR R MR Y 126 148 1é® 160 zoe |

FIGURA &. Espectros de Hassa dos Compostos Referentes aos Tempos
de Retencio de 37,21 e 37,51 min.
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QUADRO % = Espectros de Massa dos Picos. nos Tempos de Retencio
de 37,21 e 37.51 min , do Extrato de Folhas Velhas de

Cafeeiro

PADRARO DE FRAGMENTACAO
T=MPO DE = mmmeme e e e
RETENCRAO m/z ( ABUNDANCIA RELATIVA)

(%)
37,24 44 (10@) &7 (Bi) oo (f&) 81 (47) o4 (41)
43 { 346) 79 (29) = 25) &9 (24)

37 .51 41 (108) 55 (87) 43 (&9) &9 (39) 74 (37)

A comparacado do pico de 37.21 min do Quadro 5 com os dados
dos Quadros. 24, 34 e 44 sugere a presenga de un terpeno. en
decorréncia da existéncia do pico-base m/z 41, caracteri{stico de
um rearranjo +de McLafferty (Figura 3.4). com a formacdo da
espédcie TC H 1 (Quadro 4).

35

QUADRO 6 = Comparacao do Pico de 37.21 min com os Dados dos Qua-
dros 2R, 3A e 4A

> e A A P SAFS VP S e St AL AL R D M W e v e s Ak Gl (ML M P ES FYNS PV Y GUE St b S AN At At Mt Amie MM Stk Sl e GAMS AL St G MM s EMD 0D WUV FUVE PTYY PYPY PYIY PYPY = v Y= Yeve vy Py TrvY v

PADRARO DE FRAGMENTACEO

COMPOSTO m/z= (ABUNDANCIA RELATIVA)
(%)

37,24 41 (400) o067 (8i) 55 (74) Bi (47) 54 (41)
Octadecatrieno 41 (100) 55 (48) 43 (43 &7 (&i) B1i (44)
Nonadecatetraeno 41 (100) 55 (&%) 43 (57) &7 (34) 79 (24)
A-Selineno 41 (1@@) 55 (&8) 93 (463) Bi (&1) &7 (44)
Epdxido de

limoneno 41 (16@) &7 (B2) 55 (55) 81 (42) 94 (42)

B-Selineno 41 (io9) 93 (592) 55 (38) &7 (38) 79 (34)
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Outros fatores que sugerem a presenga de um terpeno sédo:
presenga dos picos m/z 95 e 67, abund4ncia de picos com
intervalos de 14 unidades de massa &€ [fon molecular pouco distinto
(SILVERSTEIN et alii, 1981).

A semelhan¢a do pico de 37.21 min com o espectro do epdsido
de limoneno (Quadro 6? indica, também, a possibilidade de esse
composto estar presente en folhas velhas. muito embora o padrio
de fragmentagle apresentado n&o coincida com o proposto por
BUDZIKIEWICZ et alii (1967).

Comparando os dados espectrais do pico de 37.51 min com os
dos Quadros 2A, 3A e 4A, pode-se inferir a possivel existencia de
um hidrocarboneto o4 un composto carbonf{lico, presumivelmente un
aldefdo ou uma cetona, em fun¢lo do padrdao de fragmentacao

apresentado (Quadro 7).

QUADRO 7 = Comparacdo do Pico de 37.51 min com os Dados dos
Quadros 2A, 3A e 4A

s Gt G G A 00 WD S MRS AR M M Mt AP Sate Fan M PP HVS o ke bhrd i TS by Yy Y VPTY TV TTEn rhe et SH e v et Y YR W A Aae Gt S S S S G S ————

PADRAOC DE FRAGMENTACRO

COMPOSTO m/= (ABUNDANCIA RELATIVA)

%)
37.51 41 (100) 55 (87) 43 (69) 69 (39) 74 (37)
Octadecadieno 41 (100) 55 (98) 43 (84) 69 (34) 83 (18)
(E)-3-Hexenal 41 (100) 55 (74) 69 (33) 39 (52) 83 (36)

2-Etilciclobutanona 41 (100) 55 (96) 42 (78) 70 (72) 56 (52)
(E)=2=-Undecenal 41 (100) 70 (94) 57 (89) 43 (82) 55 (89)

(E)=3-Hexenoato
de butila 41 (100) 57 (43) '69 (28) 68 (24) 55 (21)
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O pico m/= 43, com abundfncia relativamente grande, ¢
caracter Istico da fragmentagcdo de aldeldos, emn c¢livagem beta, sem
transferencia de hidrogénio, em que a carga permanece com um
fragmento alquflico de +drmula geral C H (BUDZIKIEWIECZ et
n 2n+i

alii, i1967).
Esse pico m/z 43 € também caracteristico da fragmentag¢lo de
cetonas e metilcetonas, em clivagem alfa, originado do fragmento

+

LCH C=01 (SILVERSTEIN =t alii, 1981).
3

3.4. Determinagio de Estruturas com Apoio do Sistema de Dados do

Espectrdmettza de Massa

O sistema de dados do espectrémetro de massa compara
espectros contidos @an sua biblioteca com os obtidos para cada
componente do Extrato separado.

No extrato de folhas novas, bem como no de folhas velhas de
cafeeiro, como se& pode depreender da andlise dos Quadros 3 e 4,
os compostos ndo sac, em sua maioria, constituf{dos de derivatiza-
dos, em razdo da auséncia do pico m/z 73. Além disso, indmeras
subst&ncias sAo comuns aos dois tipos de folhas. Na Figura 7,
mostra—se um desses casos, bem como a comparacdo com o espectro
da biblioteca do instmunegto. Como se pode ver, sdao coincidentes
0s picos m/= 194 C M 3. 67 (iee), 55 (77), 42 (3%), 109 (53),
82 (46) e 40 (31), para folhas velhas e novas. A andlise
comparativa desses espectros com os da biblioteca permite sugerir

tratar—se de mesmas substéncias, com grande probabilidade de ser
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a cafelna, substéncia descrita at6 agora como presente apenas nos
graos. em café.

Quanto aos picos de 37.21 e 37.51 win, a comparasido de seus

espectros (Figura &) ocom os da biblioteca (Quadro 8) permite

suger ir a presen¢ga de um éster ou aldef{do correspondente ao pico

de 37,28 min e de um hidrocarboneto para o pico de 37,51 min.

QUADRO 8 = Comparasido dos Picos de 37.21 e 37,51 min com o Siste-
ma de Dados do Espectrbmetro de Massa

¥ PADRAO DE FRAGNENTACRO
CONPOSTOS PROBABILIDADE n/z (ABUNDANCIA RELATIVA)
(1) (1)

7,21 41 (180) &7 ( BE) 55 (76) Bi (47) 54 (41) 43 (38)
1,1-9,12-Octadecadiencato

de wetila g8 41 (180) &7 (18D  BY (73) 79 (41) 54 (40) 95 (38)
9. 12-0ctadecadienal 76 4 (180) &7 ( 78) B (3B) 54 (37) &8 (23) 7% (22)
E.E-9,12-0ctadecadienoato

de metila bb Af (ied) &7 (82) 79(35) S4(27) 59 (@M 95 (27)
37,9 41 (§08) 55 ( 87) 43 (&%) &9 (39) 74 (37) 54 (28)
S-Het i1-i-hexeno &0 96 (180) 41 ( &%) 55 (58) 57 (41) 43 (34) 7@ (22)
7-Hetil-3,4-octadieno 48 67 (180) B (57) 3% (45) 53 (35) B2 (34) &8 (7D
3,4-Dimet i1-1-penteno £ 96 (109) 55 ( 75) 70 (&2) 43 (&1) 41 (S2) B3 (i5)

# Biblioteca Wiley do Sistema HP — 19008E RTE - & VM.

3.5. Elavondides e Cumarinas Fendlicas Decivatizadas

A comparasdo dos’ Quadros 3 e 4 com o Quadro 2 sugere a

existencia de flavondides e. provavelmente, cumarinas fendlicas
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nos extratos de folhas novas, em virtude da fragmentasdao dos
picos nos tempos de& retencaoc de 57,44, 68,80, 69.54. 71.71. ¢
73,59 min (Figura 8), & nos de folhas velhas, nos tempos de
68.56 e 72.91 min (Figura 2). No extrato de folhas novas,
aparecem mais compostos flavandides e cumarinas fendlicas, o que
sugere uma alteragdo na composigao guimica das folhas, % medida

que €las envelhecem.
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FIGURA 7. Compara¢lo entre Espectros Obtidos de Extratos de
Folhas Novas e Velhas com o Sistema de Dados do
Espectrfémetro de Massa.
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4., RESUMO E CONCLUSUES

Procedeu-se % andlise espectrométrica de padrbes anallticos
de fendis, usando duas colunas capilares no sistema GC/MS. Pelo
exame dos espectros de fendis nao-derivatizados (cromatografados
en coluna A), confirmou-se que a simples presen¢ga de um ou mais
grupos hidroxila, ligados ao anel aromdtice, ndo € o fator
determinante do padric de fragmentagio. Por outro lado, a
derivatizagio com BSA pfde ser utilizada como o meio mais
eficiente para a espectrometria de massa no sistema GC/MS, de
compostos pouco voldteis e dotados de elevados pontos de
ebuli¢lo. Apesar disso, a reagldo provocou profunda alteraglo no
padrio de fragmentacdo do composto anal isado.

O presente estudo. para a aplicagdo do sistema GC/MS na
identificacido de metabdlitos secunddrios an folhas de cafeeiro,
foi feito a partir de subst&ncias com atividade antimicrobiana

testadas contra Ihielavinpsis paradoxa. Determinou-se que as

&4
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folhas novas e velhas s&ao ambas providas de compostos de
diferentes polaridades. alguns deles possuindo pontos de ebuligao
muito elevados, volatilizando~-se, portanto, com grande
dificuldade.

A semelhanga de comportamento dos dois extratos foi
verificada, utilizando-se as tédcnicas de cromatografia en fase
gasosa. com colunas capilares BP-29® (Coluna A) e BP-i1 (Coluna B)
acopladas ao espectrdmetro de massa (GC/MS), que permitem a
detecelo de compostos en baixas concentragcdes, como € o caso das
subst&ncias com atividade antimicrobiana extraidas de placas de
cromatografia ean camada fina.

Encontraram-se nos extratos de& folhas novas de cafeeiro,
analisados em coluna B, 28 compostos ativos contra I.. patadoxa,
dos quais apenas 12 apresentaram o pico m/= 73,
caracterrstico de substéncias derivatiradas. Destes dltimos,
cinco mostraram-se semelhantes a compostos flavondides, em
decorréncia do padrdao de fragmentacdo apresentado.

BEm extratos de folhas. velhas foram detectados 2% compostos
usando-se a mesma tédcnica. Destes. 1® assemelharam-se a
subst&ncias derivatizadas, das quais duas apresentaram un padrao
de fragmentacio de flavondides.

A andlise comparativa dos TIC dos extratos permitiu a
conclusao de que, em folhas velhas. existem dois picos de grande
intensidade que nao encontram correspondentes em folhas novas.
Isto pode estar associado & resistencia de folhas velhas a
determinados fitapatdeenos, normalmente compativeis com folhas

novas, como acontece com EPseudomonas syringae pPv. garcac. A
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andlise espectrométrica destes dois picos permitiu deduzir uma
semelhanga com aldeidos, ¢€steres, hidrocarbonetos, terpenos E
compostos terpendides. A comparacdo deles com os Quadros 2A, 3A
E 4A permitiu concluir que o pico de 37.21 min tem . grande
probabilidade de ser o terpendide epdrido de limoneno ou o
hidrocarboneto octadecatrieno. J& o pico 37.51. com o mesmo
procedimento comparativo, apresenta probabilidades de ser o
hidrocarboneto vctadecadieno ou o aldeido (E)-Z-undecenal.

A comparacao do espectro correspondente ao pico de 37.21 min
com o sistema de dados do espectrémetro de massa permite deduzir
que ele tem 83% de probabilidade de ser o d€ster metilico do dcido
Z.,7-9,i2-octadecadiendica e 76% de ser o aldefdo 9,42~
octadecadienal. Quanto ao pico de 37,54 min, hd 60% de probabi-
1idade de ser o hidrocarboneto 5-metil-i-hexeno.

Para concluir, sugerem-se a separagao E o isolamento das
subst&ncias correspondentes aos dois picos para an#&lises no

3

infravermelho e outros métodos espectrométricos, com vistas =

determina¢io efetiva das estruturas dessas substéncias.
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QUADRO 1A - Padrboes de Fendis Ordenados Segundo o Tempo de
Retenc®o, em Coluna Analftica de 0OV 17, 4%
¥ ¥ *¥¥
FENGIS _T PN PF

8l. {,2-diidroxibenzenc (Catecol) 02,16 110 104
82. 2,3=di=t=butil=d=-wetoxifenol (BHA) 85,00 236 ]
83. 2,6~di-t-butil-4-aetilfenol (BHT) 05.62 21) 7¢
84. t-butilidroquinona 83,69 166 R
05. 4-hidroxi~3-setoxibenzaldeldo {(Vanilina) 86,34 152 8l
06. i,3,5-triidroxibenzena (Florogqlutinol} 66,45 126 218
87. 1,2,3-triidroxibenzena {(Pirogalol) 86,45 i 133
68. £c. Fip-hidroxwifenill propibnico 87,37 166 10
8. Ac. p-hidroxibenzdico 67,78 138 215
16, Ac. 4-hidroxi-3-wetoxibenzdico ( Ac.Van{lico) 68,48 168 218
11. 4-hidroxinctil-2,6~diterbutilfenol 98,64 236 ]
12. Ac. 2,5-diidroxibenzdico ( Ac.Gentfsico) 08,89 154 205
13. Ac. 3,4-diidroxibenzdico {Ac. Protocatequinica) 89,60 154 288
14. 4-hidroxi-3,5diactoxibenzalde{do {Siringaldeldo} 89,67 182 114
15. Ac. 3,5-diidroxibenzdico (Ac. A-Resorcllico} 89.29 154 236
16. Ac. 2,4-diidroxibenzdico (Ac. B-Resorc{lico) 29,80 154 225
7. Ac. 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzdica (Ac. Sirfngico) 19,45 198 203
18. 2,4,5-triidroxibutirofenona {(THEP) 19,83 214 ]
19, Bc. 3,4,5-triidroxibenzdica (Ac. Gdlico) 1113 178 258
20 3,4,5-triidroxibenzenocarboxilato de propila (Galato

de propilal 11,50 212 i
21. 7-hidroxicusarina (Uabeliferona) 12,09 162 226
2. Ac. A-hidroxi-3-setoxicindmica (Ac. Ferdlico) 1266 194 168
23, é,7-~diidroxicumarina {Esculetina) 13,17 178 271
24 fc. E=3,4~dimetovicindmica (Ac. E-3.4-dimetoxicafdicol 14,00 208 181
25. 1,8-diidroxiantraquinona 19.67 249 191
26. 2,3,4)5,7-pentaidroxiflavona {Morina) 19,98 382 299
27. 4;5,7-triidroxiflavanona (Haringenina) 2828 272 247
28. 1,7-bisl{d-hidroxi-3-metoxifenil)-i,é-heptadienc-3,5-diona

(Cyrcumina) —_— 368 §

¥ Tempo de reteng®o, em minutos
*#¥ Pegso molecular arredondado.
%% Ponto de fusdo aproximado.
# Dado nRo-dispon {vel.
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QUADRO 2A — Dados de¢ Espectros de Massa de Hidrocarbonetos

T D 5 5 e e e e e e e ——

PADRRO DE FRAGMEMTACRO

COMPOSTO PH n/z (ABUNDANCIA RELATIVA) REFERENCIA

(1)
Octadecatrieno 248 AL (198) 55 (68) 43 (63) &7 (81) Bi (44)  HANNY et =l (1973)
Octadecadieno 250 41 (ie@) 55 (7B) 43 (BA) 49 (34) B3 (1B)  HANNY et alii (1973)
Honadecatetraeno 260 41 C(180) 55 (69) 43 (57) &7 (34) 79 (24) HANNY et alii (1973)
B-gur juneno 204 41 C(1e9) 93 (BL) 79 (44) 55 (48) 77 (38)  MACLEOD e PIERIS ¢1982)
B-selineno 284 41 (1898) %3 (52) 55 (3B) &7 (3B) 79 (35)  MACLEOD e PIERIS (1982)
f-selineno 204 41 (198 55 (6B) 93 (83) BI (61) &7 (44)  MACLEOD e PIERIS (1982)
Longifoleno 204 41 (1ee) 91 (33) 55 (43) 105 (43) 79 (42) BUTTERY et alii (1984ab)
B-nirceno 136 4 (160) 93 (98) &9 (B0 W (M) 79 (1S IDSTEIN e SCHREIER (1983)
#-cariof ileno 284 4 (180) 133 (99) 92 (98) &% (&%) 79 (58) BUTTERY et alii (1984)
B-cariofileno 284 41 (100) &9 (&%) 79 (58) 91 (63) 93 (44)  EXUNDAYO et —R(1938)
(E)-B-farneseno 204 40 (100) &9 (95) 93 (99) 79 (47) 55 (45)  EKUNDAYO et alii (1988)
B-bisaboleno 284 41 (100} &% (¥3) 93 (73) Bi (45) 55 (43)  EXKUNDAYO et alii (1988)
f~airceno 136 41 (100) 47 (98) 93 (B4) 53 {34) 39 (27)  EKUNDAYO et = (1988)
{E)-A-berganmoteno 204 41 (100) 73 (89) 419 (57) &% (34) 91 (24)  EKUNDAYO et alii {1988)
Cénfora 152 41 (i08) 95 (91) 81 (83) 55 (61) &9 (47) SCHMIDT & SCHREIER (1998)
{-dodecenc 168 41 (108) 43 (BA) 55 (8B) 54 (60) &9 (54) FROMILICH et alii (4989)

- e i e —

QUADRO 3A — Dados de Espectros de Massa de (etonas, FEsteres e
Epdr idos

PADRAO DE FRAGHENTACRO
COVRCSIO PH w/z (ABUNDANCIA RELATIVA) REFERENCIA
(%)

2-etil-ciclobuta-

nona B 41 (§08) 55 (98) 42 (78) 7%{72) 56 (52) HANNY et alii (1973)
3-wet i1-3-buten-

2-ona B4 41 (188) 43 (95) 39 (43) 84 (39) 39 (39) SCHREIER et alii (1976)
(E)-3-penten-2-ona 84 41 €108) 60 (B7) 43 (48) 39 {S3) 27 (14) SCHHIDT = SCHREIER (1984)
(1)-3-hexencato de

metila 128 41 (168) 50 (54) 69 (49) 68 (4B) 74 (4%) IDSTEIN e SCHREIER (3985a)
(E)-3-hexenoato de

butila i7¢ 41 (100) 57 {(43) 69 (28) 68 (24) 55 (21)  FROHLICH et alii (1989)
3-met ilbutanoato

de wet ila 158 41 (198) 57 (77) 8B5S (74) 56 (82) 43 (55) SCHKIDT et alii ¢1988)
Epdxide de 1i-

aoneno 150 41 (188) 67 (B2 55 (S5) 81{(42) 94 (42) BUTTERY et alii (1987)

Epdxido de ca-
riofileno 218 41 (468) 79 (7%) 93 (47) 69 (53) 55 {37) BUTTERY et alii (1987)
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QUADRO 4A - Dados de Espectros de Massa de Aldeldos

PADRRO DE FRAGMENTACAO

COMPOSTO PH 8/z {(ABUNDANCIA RELATIVA) REFERENCIA

(1)
(E)-2-decenal 154 41 (100) 43 (F9) 55 (71) 7@ (35) 27 (330  KINLIN et alii (1972)
(E)-Z-undecenal is8 41 (198) 70 (94) 57 (BY) 43 (B2) 55 (Bex  KINLIN et alii (1972)
(Z)-6-nonenal 148 41 (1e8) 55 (62) 54 (46) &7 (43) BL (37}  XEWP et alii (1972)
2,4-nonadienal 38 41 (189) BI (42) 27 (33) 37 (27) &7 (170  HANNY et alii (1973)
{E}-2-hexenal 98 41 (189) 69 (62) B3 (4B) 55 (4B) 98 {330  LEE et alii (1975)
{E}-3-hexenal 78 41 (189) 55 (71) &% (53) 39 (52) B3 (38)  IDSTEIN et alii (1985)
(E})-2-heptenal 12 4f (1eR) 55 (78) 78 (&1) 57 (47) 5& (450  SCHREIER et alii (1976)
2-pet il-2-pentenal 98 41 (180) 98 (53) 39 (44) &9 (38) 55 (250  SCHREYEN et alii (1976ab)
(E)-2-octenal 26 41 (10@) 55 (BY) 7@ (53) B3 (48) 57 (38}  BUTTERY et alii (1981)
{E)-2-nonenal 48 41 (189) 27 (B8) 43 (B7) 27 (81) 55 (74}  BUTTERY et alii (1981)
(E)-2-butenal 78 41 (108) 7@ (77) 39 (6B) &9 (36) 43 (§7)  IDSTEIN e SCHREIER (1983a)
2-getil-4-pentenal 9B 45 (10@) 39 (38) 56 (27) 49 (23) 43 (23)  IDSTEIN e SCHREIER (19B5b)
(E,2)-2,4-nonadienal 138 41 (169) 7@ (44) &% (40) 37 (24) &7 ( 9%  SCHMIDT e SCHREIER (1986)
Decanal 1 41 (1oa) A3 (%) 57 (B2) 29 (Bi) 55 (45}  SCHKIDT e SCHREIER (1988)
2-butenal L] 41 (1ed) 37 (%@) 7@ (B3) 49 (4@) 28 (34)  SCHHIDT e SCHREIER (1988)
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FIGURA |IA. Esquema da Derivatiza¢lo com N,0~bis (Trimetilsilil)-
Acetamida (BSA) (KLEBE et alii. 1966).
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FIGURA 2A. Modelo de Fragmentacdo de Um Composto Fendlico
Derivatizado (SILVERSTEIN et alii, 1981).
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