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Resumo

O salicilato de metilo tem sido referido como sendo um composto importante na sinalizagao das
respostas de defesa de varias plantas aos agentes patogénicos. Este trabalho teve como objectivo o
estudo do método de determinagéo do salicilato de metilo por Microextracgéo em Fase Sélida (SPME)
e Cromatografia Gas-Liquido acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS) em folhas de Coffea
arabica sas e infectadas com a ferrugem alaranjada (Hemileia vastatrix).

A primeira parte do trabalho consistiu no estudo do processo de infeccao do fungo, ao microscépio
Optico, o que permitiu identificar as diferentes fases de diferenciacdo de H. vastatrix, pré- e pos-
penetragcéo no interior dos tecidos foliares.

Apods implementagdo do método de andlise, que envolveu o estudo da metodologia de preparacao
das amostras e a optimizacdo das condi¢cdes de extracgdo e cromatograficas, efectuaram-se alguns
testes com vista a sua validacao.

O método foi, finalmente, aplicado a quantificacdo do salicilato de metilo em diferentes amostras de
folhas de C. arabica das variedades Caturra e S4 Agaro (jovens e adultas, sas e inoculadas).
Discute-se as dificuldades de utilizagdo do método de determinagéo do salicilato de metilo por SPME-
GC-MS na andlise das folhas do cafeeiro, nomeadamente na estabilizagdo das amostras (matriz
complexa).

Palavras—chave: Coffea arabica; cromatografia gas-liquido/espectrometria de massa; Hemileia

vastatrix; salicilato de metilo; microextracgdo em fase sélida;



Abstract

The methyl salicylate has been refer as being an important compound in the signalling of the defense
plants to the pathogen agents.

The objective of this reactors work is to study the method of determination of the methyl salicylate, by
solid-phase microextraction and gas chromatography coupled to mass spectrometry, in Coffea

arabica healthy leaves and infected with the orange rust (Hemileia vastatrix).

The first part of the work consisted in the study of infection process of the fungus, der optical
microscope, which allowed to identify the different phases of differentiation of H. vastatrix, before and
after penetrations in foliaceous tissue.

After implementation method of analysis, which included the study of methodologies for preparation of
the samples and optimization of the conditions for extraction and chromatographic separation, some
test took place with the aim of its validation.

The method was, finally applied to the quantification of the methyl salicylate in different samples of
leaves of C. arabica Caturra and S4 Agaro (young and adult, healthy and inoculated).

We discussed the difficulties on the method of methyl salicylate determination by SPME-GC-MS in C.

arabica leaves, concerning to the stability of the samples (complex matrix).

Keywords: Coffea arabica; gas chromatography — mass spectrometry; Hemileia vastatrix; methyl

salicylate; solid phase microextraction;



Extended abstract

During evolution, plants have developed a multitude of defence mechanisms against adverse biotic
and abiotic impacts. To overcome the fact of being sessile organisms, plants use volatile compounds
as signals for long-distance interactions. Airborne volatile methyl salicylate (MeSA), corresponding to
non-volatile endogenous molecule salicylic acid, is produced by plants such as cucumber, tobacco
and tomato. MeSA might function as an airborne signal involved in the inter- and intra-communication
during plant pathogen infection.

The first part of the work was the study of the coffee rust (Hemileia vastatrix) infection process, in
compatible and incompatible Coffea arabica- H. vastatrix interactions. The different stages of the
coffee rust differentiation, pre- and post-penetration inside the leaf tissues, were observed using a light
microscope.

In this work solid-phase microextraction (SPME) was used as sample preparation technique for
subsequent analysis by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) of MeSA in C. arabica
leaves, healthy and inoculated with coffee rust.

The determination of MeSA by SPME-GC-MS was optimized and some parameters were validated.
The quantification of MeSA by SPME-GC-MS was assayed in young (healthy and inoculated) and old
leaves of two different C. arabica varieties (Caturra and S4 Agaro). From chromatographic analysis, it
was possible to confirm the presence of MeSA in all the samples studied, particularly in young leaves.
Although GC-MS-SPME methodology for MeSA quantification seems suitable, some problems found
concerning sample stabilization need to be solved for subsequent analysis.

This work was performed in the context of the project “An interdisciplinary approach to characterize
sources of potential durable resistance in coffee (Coffea spp.) to orange rust (Hemileia vastatrix)”
(PTDC/AGR-AAM/71866/2006) and related with task 4. Evaluation of the levels of salicylic acid (SA)

and jasmonates (JAs) in host and nonhost plants.
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Nota prévia

O presente trabalho foi realizado no ambito do projecto PTDC/AGR-AAM/71866/2006 intitulado
“Abordagem interdisciplinar para a caracterizagdo de potenciais fontes de resisténcia duravel do
cafeeiro (Coffea spp.) a ferrugem alaranjada (Hemileia vastatrix)”. Integrou-se na tarefa
“Avaliacao dos niveis de acido salicilico e jasmonatos em plantas infectadas e néo infectadas”.

O trabalho envolveu dois estudos. O primeiro, desenvolvido no Centro de investigacdo das
Ferrugens do Cafeeiro/ Instituto Investigacao Cientifica Tropical, incidiu na observagéo do processo
de infeccdo da ferrugem alaranjada nas folhas do cafeeiro e preparacdo das amostras destinadas a
determinacao do salicilato de metilo nas folhas do cafeeiro.

O segundo estudo visou a determinacao do salicilato de metilo por Microextracgcdo em Fase Solida
e Cromatografia Gas—liquido acoplada a Espectrometria de Massa e foi realizada no Instituto de
Biologia Experimental e Tecnoldgica. Constou no desenvolvimento do método, sua respectiva

validacéo e aplicagdo a amostras de folhas de C. arabica saudaveis e inoculadas.
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1. O Cafeeiro

1.1. A origem e distribuicdo geografica da espécie Coffea arabica L.

O Continente Africano, mais precisamente a Etidpia, foi o territério de origem da C. arabica L.
(Purseglove, 1974; Ferrdo, 1992).

Por volta de 1600 o comércio europeu era controlado pelos holandeses €, como tal, foram estes a
obter as primeiras plantas, tendo em 1658 introduzido o café em Java e depois no Ceildo, actual Sri
Lanka. Em 1699 levaram mais plantas para a colonia Indonésia, Sumatra, Bali, Malabar e Celebes.
Em 1706 o Jardim Botanico de Amesterdao recebia os primeiros cafeeiros que foram mantidos em
condicdes de estufa, e dai prosseguiram a expansao para a colénia holandesa na América do Sul, o
Suriname, onde chegaram em 1718. Em 1722 os cafeeiros foram introduzidos em Cayenne pelos
franceses. A partir daqui foi introduzido no Brasil em 1727, na Jamaica em 1730 e por toda a zona
das Caraibas, América Central e América do Sul. Mais tarde, no final do século XIX, missionarios
catolicos levaram o café para a Tanzéania e Quénia, chegando ao Uganda por volta de 1900 (Ferréo,
1992; Martins, 2008).

1.2. Classificagao sistematica da espécie Coffea arabica L.

O género Coffea foi descrito pela primeira vez em 1737 pelo botanico sueco Carl von Linné, tendo
sido integrado na familia da Rubiaceae (Charrier & Berthaud, 1985).

Em 1947, Chevalier, baseando os seus estudos em caracteristicas morfolégicas e na origem
geogréfica das espécies, propds uma divisdo do género Coffea em 4 secgdes: Eucoffea,
Mascarocoffea, Argocoffea, e Paracoffea. A sec¢ao Eucoffea era a mais importante por conter as
espécies mais cultivadas Coffea arabica e Coffea canephora.

A taxonomia do género Coffea tem sofrido alteragcées desde que se comegaram a utilizar técnicas
de marcadores moleculares (ADN nuclear, ADN nuclear ribossomal e do ADN plastidial), aplicadas
ao estudo da sistematica (Orozco-Castillo et al., 1996; Lashermes et al., 1996, 2001; Cros et al.,
1998). Actualmente o género Coffea, pertence a familia Rubiaceae, sub-familia Ixoroideae
(Robbrecht, 1988), tribo Coffeeae, que compreende dois sub-géneros (Bridson & Verdcourt, 2003;
Davis, 2003; Davis et al., 2005): o sub-género Coffea e o sub-género Baracoffea. A maior parte das
espécies do género Coffea pertencem ao sub-género Coffea incluindo C. arabica. Os cafeeiros do
sub-género Coffea ocorrem naturalmente em Africa, Madagéascar e nas llhas Mascarenhas, sendo
que os pertencentes ao sub-género Baracoffea estao restritos as florestas ocidentais do

Madagascar (Davis et al., 2006).



Em sintese, apresenta-se a nova classificagdo sistematica da espécie Coffea arabica:

DIVISAO — Angiospermeae
CLASSE — Dicotyledoneae
ORDEM - Gentianales
FAMILIA — Rubiaceae

SUB — FAMILIA — Ixoroideae
TRIBO — Coffeeae
GENERO - Coffea spp.

SUB — GENERO - Coffea L.
ESPECIE - Coffea arabica L.

1.3. Coffea arabica vs Coffea canephora

A espécie Coffea arabica distingue-se da Coffea canephora, a outra espécie com que partilha
actualmente quase toda a producdo mundial de café, nomeadamente na sua susceptibilidade a H.
vastatrix.

A espécie Coffea arabica contém 44 cromossomas (tetrapléide), gosta de zonas montanhosas (900-
2000m), esté adaptada a clima humido com temperaturas médias entre 15°C e 22°C. Produz cafés
aromaticos, suaves e com inumeras variagdes de corpo e acidez.

A espécie Coffea canephora originaria da Africa, contém 22 cromossomas (dipléide), da-se bem a
200-300m de altitude, com temperaturas médias entre 24°C e 29°C. Produz cafés com sabor
adstringente e amargo e acidez baixa. Em contrapartida, € um cafeeiro mais produtivo e mais

resistente as pragas e factores abi6ticos comparado com o cafeeiro Arabica (ICO, 2008).



1.4. Producédo mundial do café e principais paises produtores

De acordo com a Organizagéao Internacional do Café (International Coffee Organization, ICO) a
producdao mundial de café no ano 2007 diminuiu para 118.074 milhdes de sacas (60kg)
comparativamente com a producédo do ano anterior que foi de 127.028 milhdes de sacas (Figura 1).
No ano de 2007 o maior produtor de café continua a ser o Brasil, seguido pelo Viethame e a
Colébmbia (Figura 2). A produgdo mundial de Coffea arabica representou cerca de 61,29% e a de
Coffea canephora, 38,71% da produgao mundial de café de 2007 (ICO, 2008).
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2. A Ferrugem Alaranjada — Hemileia vastatrix

2.1. Origem e distribuicao geografica

A ferrugem alaranjada foi provavelmente observada pela primeira vez, em 1861, préximo do Lago
Vitéria, no Quénia (Wellman, 1952). No entanto, foi s6 em 1869 que se assinalou em Ceildo, actual
Sri Lanka, os primeiros grandes prejuizos econémicos. Mais tarde apareceu na india, depois em
Sumatra, em 1876, e em 1978 em Java. Em 1878 chegou ao Continente Africano e na década
seguinte prosseguiu para algumas areas da zona Este de Africa. Progressivamente comegou a
invadir outros paises mas s6 em 1966 foi detectada na zona Oeste de Africa em Angola. Chegou ao
Continente Americano em 1970, ao Brasil, de seguida detectoi-de para a Argentina e Paraguai, em
1972, Nicaragua, em 1976, Bolivia, em 1978 e El Salvador e Peru em 1979. Em 1980 apareceu na
Guatemala e Honduras, Equador. Chegou ao México em 1981, Costa Rica e Colémbia em 1983 e
por fim, na Venezuela em 1984 (Bettencourt & Rodrigues Jr., 1988). Actualmente, H. vastatrix é

endémica em todos os paises produtores de café (Rodrigues Jr., 1990; Van der Vossen, 2001)

2.2. Importancia econémica da ferrugem alaranjada

A ferrugem alaranjada do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix Berkeley & Broome,
continua a ser a principal doenca do cafeeiro Arabica a nivel mundial, com perdas que rondam os
15%-20% da produgcdo mundial de café (Van der Vossen, 2001). Os estragos causados por esta
doenga foram aumentando pelo facto de, entre 1970 e 1986, a doenga se ter espalhado por
praticamente toda a América Central e do Sul, onde se encontram os principais paises produtores
de cafeeiro Arabica (Eskes, 1989). As perdas causadas por esta doenca resultam da reduzida
capacidade fotossintética das folhas infectadas e na sua prematura queda, quando os niveis de
infeccao sao elevados, enfraquecendo o cafeeiro (Bettencourt & Carvalho, 1968).

Em 1869, no Sri Lanka (antigo Ceildo), foram assinalados os primeiros grandes prejuizos
econdémicos causados pela ferrugem alaranjada do cafeeiro. Nessa altura cerca de 90% da area
plantada com café foi abandonada e gradualmente substituida pela plantagcao do cha (Bettencourt &
Rodrigues, 1988). Esta doenca foi considerada, por H. David Thurston (1998), no Livro Tropical
Plant Diseases, uma das sete maiores doencas do Ultimo século, tendo devastado a industria do

café no Sri Lanka, Indonésia e Filipinas.



2.3. Classificacao sistematica

O género Hemileia foi pela primeira vez descrito por Berkeley & Broom, em 1869. Existem
actualmente cerca de 60 espécies diferentes, atacando em monocotiledéneas como em
dicotiledéneas, sendo H. vastatrix a mais importante. E actualmente, classificada da seguinte forma
(CABI Database, 2008):

REINO - Fungi

FILO - Basidiomycota

CLASSE - Puccimiomycetes

SUB — CLASSE - Incertae sedis
ORDEM - Pucciniales

FAMILIA - (Incertae sedis)
GENERO - Hemileia Berk. & Br.
ESPECIE - H. vastatrix Berk. & Br.

2.4. Sintomatologia

Os cafeeiros susceptiveis comegam por apresentar na pagina inferior das folhas, 10 a 15 dias apos
a infecgdo, pequenas pontuacdes ou manchas cloréticas de aproximadamente 1mm de didmetro,
translicidas quando observadas em contra luz. A partir dessas manchas, desenvolvem-se pustulas
de soros ureddsporicos de cor alaranjada ou vermelho alaranjado, mais ou menos circulares que
podem atingir icm ou mais de didmetro. As folhas com estes sintomas tém tendéncia a cair
(Nutman & Roberts, 1963; Rodrigues Jr., 1985).

2.5. Ciclo de vida

Em geral o ciclo de vida completo das ferrugens apresenta cinco tipos de esporos, designadamente
basidiosporos, picnidiésporos, ecididsporos, ureddsporos e teleutésporos. No entanto, no caso da
ferrugem H. vastatrix, conhecem-se apenas trés tipos de esporos: uredosporos, teleutésporos e
basidiosporos (Rodrigues Jr., 1985, 1990) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de vida da ferrugem alaranjada

(www.apsnet.org).

Os uredosporos sao dicaridticos e formam a fase assexuada do ciclo, a fase em que a doencga se
propaga. Os teleutésporos sdo produzidos nos mesmos soros dos ureddsporos, aparecem em
determinadas condi¢des de seca e apds a meiose originam o0s basidiésporos. Os basididsporos sdo
monocaridticos e representam a fase sexuada, mas apesar de apresentarem capacidade
germinativa, ndo infectam as folhas do cafeeiro, desconhecendo-se a existéncia de algum
hospedeiro alternante (Rodrigues Jr., 1985).

2.6. Processo de infecgéo

O processo de infeccao de H. vastatrix tem inicio com a germinagao dos ureddsporos na presenca
de agua liquida e embora temperaturas entre 15-30°C permitam a germinacao, o valor éptimo situa-
-se nos 24°C (Nutman & Roberts, 1963). A infecgcdo comeca na pagina inferior da folha com a
formacéao do tubo germinativo e do apressério. O apressorio emite uma hifa que penetra pelo
estoma (hifa de penetragao), cresce para a cavidade subestomatica local onde se ramifica em duas

hifas laterais, adquirindo uma estrutura em forma de ancora. De cada uma das hifas laterais



emergem as células-mae dos haustorios (CMHs) que ao penetrarem nas células subsidiarias do

estoma, formam os haustorios (Figura 4).

Uredésporo

Tubo germinativo

Apressério

Figura 4. Primeiras fases do processo de infec¢ao de Hemileia

vastatrix (imagem cedida pelo CIFC).

Em plantas susceptiveis a colonizagdo do fungo pode atingir o parénquima empalicado formando
um micélio com muitas hifas intercelulares e muitos haustérios, que podera culminar em soros

uredospéricos que saem em forma de “bouquet” pelos estomas (Rijo & Rodrigues Jr., 1978).

2.7. Meios de luta

Os fungicidas cupricos sdo os mais utilizados no combate a ferrugem alaranjada, mas uma
utilizag@o excessiva pode provocar toxicidade na camada superficial do solo, onde se acumula a
matéria organica e o cobre que nao foi adsorvido, ser lixiviado pela agua das chuvas e drenado
para os rios (Bettencourt & Rodrigues Jr., 1988). Os fungicidas sistémicos também tém vindo a ser
utilizados mas conduzem a queda das folhas e apds o uso continuo as ferrugens adquirem
resisténcia (Kushalappa & Eskes, 1989). Os custos crescentes da aplicacdo dos fungicidas e por
vezes as dificuldades da sua aplicacao devido a dificil topografia das plantagdes levaram os centros
de investigacdo de café a dar prioridade a producdo de variedades resistentes as principais
doengas com uma boa produtividade e caracteristicas agronémicas favoraveis (Rodrigues Jr., 1985;
Bettencourt & Rodrigues Jr., 1988; Varzea et al., 2002).



3. Interaccao cafeeiro — ferrugem alaranjada

O quadro 1 apresenta a escala de tipos de reacgdes da interaccao cafeeiro — ferrugem alaranjada
adoptada pelo CIFC (D’Oliveira, 1954-57). A leitura das expressdes fenotipicas com base nesta
escala tem permitido caracterizar grupos fisiologicos de cafeeiros e diferenciar ragas fisiolégicas da

ferrugem.

Quadro 1. Escala dos tipos de reaccao dos cafeeiros a Hemileia vastatrix adoptado no CIFC
(D’Qliveira, 1954-57).

i -imune, sem quaisquer sinais que indiquem que se deu a infecgéao

fl - “flecks” reaccdo de hipersensibilidade (pontuagdo clorética), as vezes dificil de observar
macroscopicamente, mas visivel a lupa

; - Pontuagdes necroéticas, visiveis macroscopicamente, situadas no ponto de penetragdo da
ferrugem ou dispersas pela area de infecgao

T - Pequena tumefaccao no ponto de penetragdo da ferrugem, bem visivel a lupa

0 - clorose, mais ou menos intensa, na area de infecgdo, as vezes acompanhada de pequenas
necroses, mas sem formagao de soros uredosporicos

1 - Raros soros uredospéricos, sempre muito pequenos, por vezes s0 distinguiveis a lupa, em areas
predominantemente cloréticas, por vezes acompanhadas de necroses.

2 - Pustulas uredospdricas pequenas ou médias, difusas, mas bem visiveis macroscopicamente,
em &reas intensamente clordticas.

3 - Pustulas uredospéricas médias ou grandes, rodeadas de clorose

4 - Grandes pustulas uredospéricas sem verdadeira hipersensibilidade, mas podendo apresentar
uma leve clorose na margem das infecgoes (altamente susceptivel).

X - Reacgdo heterogénea, pustulas uredospéricas de tamanho muito varidvel, incluindo na

aparéncia diversos tipos ou graus de infeccdo com expressdes de congenialidade e incogenialidade.

Os tipos de reaccao i, fl, ;, T, 0 correspondem a expressbes de resisténcia completa sendo a
expressao mais comum de resisténcia, os “flecks” (fl) associados a tumefacgao (7).
As reacgbes 1 e 2 sdo designadas, respectivamente, de moderadamente resistente (MR) e

moderadamente susceptivel (MS) e as reacgdes 3 e 4 de susceptivel (S).



3.1. Racas fisiol6gicas de H. vastatrix

Mayne (1932, 1935), na india, foi o primeiro a constatar que a aparente perda de resisténcia de
cultivares de cafeeiro a ferrugem, era devida a existéncia de ragas fisiologicas. A 29 de Abril de
1955 foi criado o Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC) em Oeiras, sendo Dr.
Branquinho D’ Oliveira o seu fundador, com o objectivo de centralizar a nivel internacional os
trabalhos de investigacdo relacionados com a especializagao fisiologica de H. vastatrix
(D’Oliveira, 1954-57).

A partir de amostras de esporos de H. vastatrix (Figura 5) provenientes das mais diversas
regides de cafeeiros do mundo, foi possivel até ao presente, a identificacao de mais de 45 racas
fisiologicas que se distinguem pelo seu espectro de infeccdo em relagdo a 18 cafeeiros
diferenciadores (D Oliveira, 1954-57; D Oliveira & Rodrigues Jr., 1961; Rodrigues et al., 1975;
Lopes et al., 1976; Varzea et al., 1989; Rodrigues Jr. et al., 1993; Varzea e Marques, 2005).
Estes diferenciadores sédo clones de cinco plantas da espécie tetrapléide (2n = 44) C. arabica,
de sete plantas de hibridos interespecificos tetrapléides C. arabica x C. canephora e C. arabica
x C. liberica, e de seis plantas das espécies dipléides (2n = 22) C. canephora, C. congensis, C.
excelsa e C. racemosa (Rodrigues Jr. et al., 1975; Bettencourt, 1981; Bettencourt & Rodrigues,
1988; Varzea e Marques, 2005). Actualmente este conjunto de cafeeiros diferenciadores mostra-
-se insuficiente para caracterizar algumas novas ragas virulentas em derivados de hibrido de
Timor (HDT) (Eskes, 1989; Varzea e Marques, 2005).

Figura 5. Coleccao de Hemileia vastatrix no

CIFC, tnica no mundo
(www2.iict.pt/?idc=33&idi=11090).
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3.2. Grupos fisiolégicos de Coffea spp.

Os grupos fisioldgicos de cafeeiros distinguem-se uns dos outros pelo espectro de reacgéo
fenotipica que apresentam em relacdo as diferentes ragas fisiologicas de H. vastatrix segundo
estudos realizados na india (Mayne, 1932, 1935) e em Portugal (D’ Oliveira, 1954-57;
Bettencourt et al., 1980).

Actualmente existem 40 grupos fisiologicos de cafeeiro designados por letras ou ndmeros
(Rodrigues et al., 1975; Bettencourt, 1981).

No grupo A onde estdo incluidas algumas espécies de Coffea, hibridos espontdneos como o
hibrido de Timor (HDT) e hibridos artificiais, entre C. arabica e HDT (Catimor, Cavimor,
Sarchimor, etc), produzidos no CIFC e caracterizada pela resisténcia & maior parte das ragas do
fungo conhecidas. No grupo E incluem-se a maioria dos cafeeiros ardbica cultivados (Typica,
Bourbon, Caturra, etc), sendo susceptiveis a quase todas as racas de fungo identificadas
(D’Oliveira e Rodrigues, 1961; Bettencourt, 1981).

3.3. Hereditariedade da resisténcia a H. vastatrix em Coffea spp.

Os primeiros trabalhos de hereditariedade da resisténcia de cafeeiros as racas fisiolégicas de
ferrugem foram realizados por Mayne (1935, 1936) na india e continuados no CIFC (Noronha-
Wager & Bettencourt, 1967; Bettencourt & Noronha-Wager, 1971; Bettencourt & Rodrigues,
1988, Bettencourt et al., 1992), permitindo identificar nove genes dominantes que condicionam,
simples ou associados, a resisténcia de Coffea spp. a um certo niUmero de ragas de H. vastatrix.
Estes genes receberam a sigla Sy que representa susceptibilidade a H. vastatrix e sao
designados por Sy1 a Sy9.

Os genes Sy1, Sp2, Syd e Sy5 sdo originarios da espécie C. arabica, da espécie C. liberica é
originario o gene Sy3 e a espécie C. canephora conferiu ao Hibrido de Timor (hibrido natural C.
arabica x C. canephora) os genes S;6, Sh7, S8 e S49 (Noronha-Wager & Bettencourt, 1967;
Bettencourt & Rodrigues, 1988). A existéncia de outros genes de resisténcia em derivados do
HDT (hibrido de Timor) e outros hibridos interespecificos, tem sido confirmada pela quebra de
resisténcia de alguns desses cafeeiros em relacdo a novas racas de ferrugem (Bettencourt &
Rodrigues, 1988).

Noronha-Wagner & Bettencourt (1967) verificaram que o conceito de Flor (1942) se aplicava a
interaccao cafeeiro-ferrugem alaranjada ao identificarem quatro genes dominantes (SH;, SHo,
SH3, SH,4) que condicionavam as reacgdes de C. arabica a diferentes racas de H. vastatrix.

A teoria gene-a-gene proposta por Flor (1942) descreve que, “para cada gene que condiciona a
resisténcia (R) no hospedeiro existe um gene correspondente que condiciona a aviruléncia (avr)

no agente patogénico”.
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Com base nesta teoria para além da identificagdo dos 9 genes de resisténcia no cafeeiro foi
possivel inferir os respectivos genes de viruléncia das ferrugens (vi — vg) (Bettencourt, 1981;
Bettencourt et al., 1992).
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4. Consideracao geral sobre as interaccoes planta — agente patogénico

Geralmente as plantas sdo capazes de resistir a maioria dos agentes patogénicos, sendo a
situacdo de doenga uma excepgao. Para isso as plantas tém que ter a capacidade de reconhecer
0s agentes patogénicos potencialmente invasores, e desenvolver uma série de mecanismos de
transmissao de sinal que vao reprogramar todo o metabolismo celular activando uma complexa
resposta de defesa (Staskawicz, 2001).

Os mecanismos de defesa das plantas podem ser classificados em constitutivos ou induzidos apés
a infecgdo. As defesas constitutivas podem ainda ser classificadas em estruturais, quando se
baseiam numa caracteristica anatdmica (tais como espinhos, tricomas, ceras) ou quimicas quando
estdo relacionadas com determinado composto biologicamente activo (por ex. alcaldides, fendis)
(Margis-Pinheiro et al., 1997). Os mecanismos de defesa induzidos apds a infecgdo sao varios: a
producdo de formas reactivas de oxigénio (ROS), a reaccdo de hipersensibilidade (HR), as
alteragOes estruturais ao nivel da parede celular, produ¢do de um grande numero de proteinas
soluveis, que sdo conhecidas como proteinas relacionadas com a patogenicidade, PR-Proteinas,
destacando-se as peroxidases, quitinases e as glucanases, etc. (Dixon & Lamb, 1990; Heath, 2000;
Soares & Machado, 2007). A capacidade da planta em reconhecer a presenca do agente
patogénico e a velocidade com que ela é capaz de responder a sua invasao (através da indugao
de uma série de modificagbes no metabolismo celular da planta), vai determinar o sucesso da
resisténcia da planta ao ataque pelos parasitas (Silva et al., 2002). O reconhecimento envolve a
deteccdo por parte da planta de moléculas do agente patogénico, que podem ser de natureza nao-
especifica (que sao reconhecidas por varias espécies de plantas) ou especifica. As especificas sao
os produtos dos genes avr, geralmente proteinas que sao excretadas para o espaco intercelular
durante o crescimento do fungo na planta e que sao reconhecidos pelos produtos do gene R da
planta hospedeira, dando inicio aos processos de sinalizagdo e activacao das respostas de defesa
da planta (Ebel & Scheel, 1997, Vander et al., 1998).

Uma das respostas mais comuns, de resisténcia das plantas contra agentes patogénicos como
fungos, virus, bactérias e nematodes é a reaccdo de hipersensibilidade. A reacgdo de
hipersensibilidade (HR) é caracterizada pela morte rapida das células no local de infecgao apés a
penetragdo do agente patogénico, limitando o crescimento do parasita. Considera-se como uma
forma de morte celular programada (PCD) (Silva et al., 2002). Associada a HR existem outras
respostas fisiolégicas que podem incluir o aumento rapido e transitério de agentes oxidantes,
acumulacao de ROS, a perda de ides potassio (K+) e ganho de ides hidrogénio (H+) pelas células,
0 espessamento das paredes celulares com deposicdo de linhina, a sintese de toxinas
(fitoalexinas), o aumento da expressao de proteinas PR (peroxidases, quitinases e as glucanases)
e da enzima fenilalanina améniaco liase (PAL), o aumento dos niveis de acido salicilico, etc
(Soares & Machado, 2007). No caso de interacgbes com agentes patogénicos biotréficos (que
requerem células vivas para a sua sobrevivéncia) como é o caso das ferrugens, a HR pode por si

SO, ser um
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mecanismo eficiente de resisténcia uma vez que impede o parasita de ter acesso aos nutrientes da
planta levando-o a morte (Heath, 2000).

A HR envolve uma cascata de eventos e sinais que vao desde o reconhecimento entre o agente
patogénico e o hospedeiro até ao colapso celular vegetal localizado, esses sinais podem ainda
estender-se a toda a planta, aumentando a capacidade de resposta do hospedeiro a subsequentes
infeccOes por outros parasitas — resisténcia sistémica adquirida — SAR (Goodman & Novacky, 1994;
Hammerschmidt, 1999; Heath, 2000).

Entender estes mecanismos de defesa das plantas facilita o desenvolvimento de cultivares mais

resistentes a diversas doencas (Soares & Machado, 2007).
4.1. Compostos sinalizadores — Acido salicilico

O &cido salicilico (SA) € uma hormona vegetal que tem um papel importante nos mecanismos de
defesa da planta. Tem sido referido como um componente central nas vias de transmissao de sinal
que ird activar e regular através de um complexo sistema em rede, as respostas de defesa das
plantas (Engelberth et al., 2003). Os mecanismos de resisténcia que envolvem o SA como
molécula sinal incluem: a HR, a resisténcia sistémica adquirida (SAR), a expressao de genes das
proteinas PR, o choque oxidativo e morte celular programada (PCD) (Rozhon et al., 2005).

O SA pode nado s6 ligar-se a uma série de moléculas da planta afectando a sua
actividade/expresséo (proteinas e genes) como pode ainda influenciar outros mecanismos de
sinalizacao de defesa das plantas. A sintese e a sinalizacdo do acido salicilico podem também ser
influenciada por factores ambientais e do desenvolvimento vegetal (Shah, 2003).

O SA pode ser sintetizado a partir da fenilalanina através da via fenilpropanoide ou a partir do
acido corismético pela via do &cido xiquimico (Dixon et al., 2002).

Uma parte do SA presente nas plantas nao esta livre mas esta conjugado com glucose. Durante o
processo de infeccdo da-se o aumento simultdneo de SA livre e da forma conjugada (SA
glicosilado). Tem sido sugerido que a forma conjugada de SA ndo tem actividade biolégica, nem
mobilidade podendo funcionar como uma forma de armazenamento de SA, sequestrado nos
vacuolos da célula (Dean et al., 2005).

O salicilato de metilo (MeSA) nas plantas, sintetizado a partir do SA pela acgédo da enzima SA
carboxil metiltransferase (SAMT), parece funcionar como um sinal volatil que vai activar a resposta
de resisténcia e induzir a expressdo dos genes de defesa em tecido sdo de plantas infectadas e
em plantas vizinhas nado infectadas (Shulaev et al., 1997; Deng et al., 2004). Em folhas de tabaco
infectadas com TMV (virus do mosaico do tabaco) foi detectado o aumento do SA e do MeSA; no
entanto, durante o periodo pés-inoculacao da-se a reconversdao do MeSA em SA (aumentando a
quantidade de SA e diminuindo a de MeSA) a medida que se vai desenvolvendo a HR (Seskar et
al., 1998). Por outro lado o MeSA pode funcionar como uma forma de SA facilmente transportavel

pelo floema para o local de destino, onde sera posteriormente convertido em SA, funcionando
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assim como um rapido sistema de defesa de pré-aviso nos tecidos nao infectados (SAR) (Seskar
et al., 1998; Loake & Grant, 2007).

Por outro lado, a ocorréncia de SAR é muito reduzida nas situagbes em que as plantas nao
acumulam &cido salicilico, ou em plantas transgénicas que produzem uma enzima bacteriana
capaz de degradar esse acido (Margis-Pinheiro et al., 1999).

Para além do SA h& outros compostos que participam na regulacao e sinalizacao de respostas de
defesa destacando-se as espécies reactivas de oxigénio (ROS) e outras hormonas vegetais como
o etileno e o &cido jasmoénico (Figura 6). E possivel que os varios componentes envolvidos na
transmissdo de sinal actuem juntos na indugcdo dos genes de defesa, formando uma complexa
rede de sinalizagdo que levaria a planta a resistir ao agente agressor. A existéncia dessa rede
justificaria a dificil interpretacdo do papel de cada um dos componentes nos mecanismos de

defesa das plantas (Buchanan, 2000).
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Figura 6. Esquema geral dos mecanismos de transmissdo de sinal durante a resposta

de resisténcia da planta ao agente patogénico (Buchanan, 2000).
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4.2. Interaccao cafeeiro-ferrugem alaranjada

No caso da interacgao cafeeiro-ferrugem alaranjada tém sido efectuados diversos estudos com o
objectivo de esclarecer quais os mecanismos do cafeeiro envolvidos na resposta de resisténcia a
H. vastatrix. A reaccéo de hipersensibilidade no cafeeiro esta associada ao encapsulamento dos
haustérios com calose e celulose, a deposicao de fendis, a acumulagao de material de composicao
heterogénea (pectinas, polissacaridos e fendis) nos espacos intercelulares, e a lenhificagcao das
paredes e hipertrofia das células da planta (Martins et al., 1985; Rijo et al., 1991; Silva et al., 2002).
O aumento de actividade de enzimas oxidativas, tais como a, lipoxigenase, peroxidase e
superoxido dismutase, da enzima da via fenilpropandide PAL e proteinas relacionadas com a
patogenicidade (B-glucanases e quitinases), tem sido também associado a expressdo de
resisténcia do cafeeiro a ferrugem (Maxemiuc-Naccache et al., 1992; Rojas et al., 1993; Silva et al.,
2002; Silva et al., 2008; Guerra-Guimaraes et al., 2008a e 2008b). Foram identificados diversos
genes do cafeeiro envolvidos na resposta de resisténcia a H. vastatrix, dos quais se destacam as
homologias obtidas com, quitinases, metalotioninas, proteinas de choque térmico e factores de
transcricdo, nomeadamente o WRKY' (Fernandez et al., 2004, Santos et al. 2004). Este Ultimo é
importante pelo facto de ser induzido por agentes patogénicos ou apds o tratamento com &cido
salicilico (Klessig et al., 2000). Uma vez que a enzima PAL estd implicada numa das vias
biossintéticas do SA (Dixon et al, 2002), é de admitir que o aumento de actividade da PAL,
observado em interac¢des incompativeis cafeeiro-ferrugem antes do inicio da HR (Silva et al,
2002), possa também estar relacionado com a sintese de SA. Assim, a quantificagdo do SA ou/e
dos seus conjugados bioactivos podera vir a esclarecer qual o papel desta molécula sinal na
resposta de resisténcia do cafeeiro a ferrugem.

'factor de transcricdo que se liga a sequéncia-W-TTGAC(C/T) de promotores de um grande nimero de genes
envolvidos nas reacc¢des de defesa
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5. A determinacao do salicilato de metilo

A analise do salicilato de metilo em matrizes complexas, de acordo com Deng et al. (2004),
recomenda a utilizacdo de técnicas separativas, nomeadamente cromatografia liquida ou
cromatografia gasosa. Dependendo da metodologia a usar, deverd ser feito o tratamento
adequado da amostra para a andlise do composto. No caso da andlise ser efectuada por
cromatografia liquida (HPLC) sera necessario preparar um extracto a partir da amostra em estudo.
Se a escolha recair na cromatografia gasosa, embora a analise possa ser efectuada apo6s a
preparacdo de um extracto, deve-se ter em conta que injectar este tipo de matriz num
cromatografo de fase gasosa ndo sera a metodologia mais adequada pela sua complexidade e
possibilidade de causar problemas na analise (sujar a coluna, o injector e o detector). Nesse
sentido surgiram técnicas que podem ser usadas para simplificar as amostras e uma delas é a
microextraccao em fase sélida, a qual foi aplicada neste trabalho e, por isso, vai ser desenvolvida

nesta parte introdutéria.

5.1. A microextraccio em fase sélida

A microextraccdo em fase solida conhecida por SPME (Solid Phase Micro-Extraction), € uma
técnica em que os processos de extracgdo e pré-concentracdo de compostos se fazem para
concentracdes muito baixas do composto presente na amostra (Valente & Augusto, 1999). Esta
técnica consiste em duas etapas basicas, a sor¢ao (adsor¢do ou absorcdo) e a dessor¢do dos
compostos numa fibra de silica fundida recoberta com material polimérico. A sorcao é realizada
expondo a fibra directamente a amostra ou a sua fase gasosa em equilibrio com a amostra
(headspace) e a dessorgdo ocorre no proprio injector do cromatdgrafo. O modo headspace é
utilizado principalmente na analise de compostos de média e alta volatilidade em amostras sélidas
ou liquidas em que a fibra é exposta acima do composto sem entrar em contacto directo com ela
(Lasmar, 2007).

A optimizacao das condigbes de microextraccdo em fase sélida tem como objectivo conhecer as
condicdes de trabalho que maximizem a extracgdo do(s) composto(s) em estudo.

A quantidade maxima de uma amostra extraida é obtida quando o equilibrio de particdo da
amostra entre a fibra e o meio que o envolve for estabelecido. Com esse objectivo fazem-se
ensaios de extracgdo com agitacdo, fazendo variar o tipo de fibra, as temperaturas de extracgéo, a
duracdo (tempo) da extracgdo e os volumes do vial a usar (frascos de uso geral) (Valente &
Augusto, 1999).

1) Tipo de fibra

As fibras disponiveis comercialmente para cromatografia gas-liquido (GC) s&o: apolares, polares e
bipolares. A escolha do tipo de fibra esta relacionada com a polaridade dos compostos a estudar.

Assim utilizam-se fibras de caracteristicas polares para concentrar compostos polares (Supelco,
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1998). A fibra que vamos usar no presente trabalho, é uma fibra apolar com uma composicao

guimica de polidimetilsiloxano (PDMS) que é usada para compostos apolares.

2) Temperatura de extracg¢ao

A temperatura de extrac¢ao é definida como a temperatura 6ptima, que permite a extracgao de
uma maior quantidade de compostos ou de um Unico composto para a fibra. Deve ter-se em conta

a estabilidade da amostra para as temperaturas ensaiadas (Valente & Augusto, 2000).

3) Tempo de extracgao

O tempo de extraccdo é definido como o tempo necessario para que o equilibrio entre as fases
seja estabelecido. O tempo ideal de extrac¢ao € determinado construindo uma curva, relacionando
o tempo com a quantidade de composto que foi extraido, obtendo-se informacédo a respeito da
cinética da extraccdo. O tempo de extraccdo deve ser rigorosamente controlado para que os

resultados sejam precisos (Fernandes, 2006).

4) Volume do vial

O volume do vial € um parametro que se testa com base na quantidade da amostra. Amostras de
pequenas quantidades e com baixa concentragcdo do composto a ser estudado devem ser

analisadas em vials (frascos) pequenos, para que a adsor¢cdo do composto na fibra seja mais
eficiente (Valente & Augusto, 2000).

5.2. Cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)

A cromatografia gas-liquido acoplada a espectrometria de massa é o acoplamento de dois
instrumentos num dnico instrumento integrado, que se designa por técnica hifenada (Neves &
Freitas, 1996).

5.2.1. Breve descricdo do sistema

= Cromatografia gas-liquido

A cromatografia gas-liquido € uma forma particular dentro do processo geral de separagao
conhecido por cromatografia, que é utilizada na analise de varios tipos de produtos, naturais ou
sintéticos (Neves & Freitas, 1996). A técnica visa a separacdo e analise de misturas de
compostos volateis. Esta técnica tem um poder de resolucdo excelente, possibilitando a analise

de varios compostos em uma mesma amostra. Dependendo do tipo de composto a ser
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analisado e do detector empregue, conseguem-se detectar quantidades muito baixas que
podem atingir a ordem dos nano a picogramas (10°-10"%) (Peres, 2002).

Apds adsorcdo dos compostos da amostra, a fibora de SPME é inserida no injector do
cromatografo de fase gasosa onde os compostos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo de
gas de arraste (fase mével) e atravessam a coluna cromatografica, composta por um liquido de
elevado peso molecular (fase estacionaria) ligada as paredes de um tubo fino aberto (colunas

capilares) onde ocorre a separagdo da mistura (Neves & Freitas, 1996).

Os constituintes basicos de um sistema cromatografico estdo esquematizados na Figura 7 e séo:

_ |
: UL
Figura 7. Componentes basicos de um sistema cromatografico gés - liquido

(Degani et al., 1998).

a) cilindro do gas de arraste sob alta pressao; b) injector; c) coluna; d) detector;

e) sistema de registo (registador/integrador) e tratamento de dados (software

préprio associado a um computador que pode controlar o equipamento).;

a) Sistema que fornece o gas de arraste (pode ser uma garrafa de gas) acoplado a um sistema

de controlo/regulador do fluxo gasoso

O reservatério de gas de arraste é controlado por reguladores de pressao e valvulas de medigéo.
O gas de arrastamento actua como eluente da amostra através da coluna. Os gases mais
utilizados séo o hidrogénio, o hélio, o azoto, o argon e o diéxido de carbono e arrastam os

analitos através da coluna cromatografica (Coimbra, 1991).
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b) Um sistema de injeccdo capaz de permitir a introducdo da amostra de uma forma repetivel e

representativa da sua composicao real.

O injector € o componente do equipamento que permite a introducdo da amostra na corrente do
gas de arraste e, posteriormente na coluna. Os compostos adsorvidos na fibra sdo injectados
por meio de um suporte manual ou automatico para a fibra no injector. Os volumes injectados
sdo geralmente muito pequenos (na ordem de 1-2 ul quando se trabalha com colunas capilares).
O injector deve estar aquecido a uma temperatura acima do ponto de ebulicdo dos compostos
da amostra para que a amostra se volatilize completamente e instantaneamente e seja
encaminhada para a coluna. O cromatégrafo utilizado neste trabalho possui um injector de
split/splitless que permite os dois tipos de injecgao.

A injeccao em split (injeccdo com reparticdo), em que parte da amostra introduzida néo entra na
coluna e é dirigida para o exterior por meio de um divisor de fluxo (valvula de splif), sendo a
quantidade da amostra injectada para a coluna representativa da composic¢ao inicial da amostra.
O mecanismo de split € um mecanismo de divisdo. Assim se injectarmos 5 yl de amostra e
tivermos uma razdo de split 1:5 significa que apenas a quantidade correspondente a 1pl de
amostra entrara na coluna e os outros 4 pl serdo eliminados.

A injeccdo em splitless (injeccdo sem reparticdo), corresponde a introdugéo de toda a amostra
na coluna, e este modo de injecgao é usada sempre que o teor dos compostos em andlise &
baixo (Silva, 1995).

c) Coluna cromatogréfica

Existem dois tipos de colunas em cromatografia gas-liquido: colunas de enchimento e colunas
capilares. No presente trabalho s6 usamos colunas capilares. As colunas capilares possuem
maior capacidade de resolucdo, quer isto dizer que tém maior capacidade de separar dois
compostos com tempos de retengcdo muito préximos. Pode considerar-se que uma coluna
capilar é semelhante a uma “sandwich” com trés camadas de diferentes materiais: uma
cobertura de polimida que envolve um tubo de silica fundida, no interior do qual se encontra um
filme muito fino de material que constitui a fase estacionaria. As colunas capilares tém didmetros

que variam entre 0,25 e 0,32 mm e comprimentos de 10 a 100 m (Silva, 1995).

d) Um detector adequado ao tipo de analise a efectuar.

O detector esta localizado a saida da coluna e produz um sinal eléctrico que devera ser
proporcional a concentragdo ou quantidade de composto que atravessa a célula do detector.

Os detectores mais utilizados em cromatografia gas-liquido de alta resolugdo sdo: o detector de
ionizacdo em chama, o detector por condutividade térmica, o detector por captura de electrbes e
o detector espectrométrico de massas (Degani et al., 1998).
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e) Um sistema de controlo de equipamento e de aquisicdo e tratamento de dados.

A alta eficiéncia conseguida em cromatografia gas-liquido de alta resolugéo resulta em picos
cromatograficos com elevada velocidade de eluicdo. Sendo assim € indispensavel que o
sistema de aquisicdo de dados seja capaz de medir os sinais do detector a velocidade a que
sdo gerados. Os dados podem ser registados por um registador potenciométrico, um integrador
ou um microcomputador, sendo os analitos presentes nas amostras identificados pelos seus

tempos de retengéo (Degani et al., 1998).
= Espectrometria de massa
O espectrometro de massa (Figura 8) é composto por (Neves & Freitas, 1996):

Cémara de ionizacao para produzir ides a partir da amostra;

2) Analisador, onde os ides sdo separados de acordo com a razdo massa/carga (m/2);
) Detector de ides emergentes do analisador que determina a sua massa e abundancia;

Computador que processa os dados e controla o instrumento;

Cacrjr;ara | Analcljséador i Detector
[ I Multiplicador
Massas

lonizac&o

—

|

Sistema Electronica
de
Vacuo
Recolha

Armazenamento
Tratamento de dados

Figura 8. Componentes basicos dum espectrémetro de massa
(Noronha, 2006).

Na camara de ionizagao processa-se a ionizacdo e fragmentacdo das moléculas da amostra.
Uma das formas de ionizagédo é por impacto de electrées (IE), onde é transferida energia dos

electrbes por colisdes sucessivas para os analitos da amostra.
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M + e(70eV) -------- > M" + 2e
molécula feixe de iao

neutra ionizagao radical

Os atomos e moléculas neutras da amostra, apés serem ionizados e fragmentados, passam
para o analisador de massas, onde sdo separados de acordo com a relagdo massa /carga (m/z).
O quadropolo é um dos analisadores de maior uso, devido a sua facilidadede de utilizagéo,
gama de massas a estudar, faixa linear de trabalho para determina¢des quantitativas, resolucéo
e qualidade do espectro de massas. De seguida, no detector é determinada a intensidade da
massa e por fim, num sistema de aquisicdo de dados, é construido o espectro de massas da
amostra (Pizzutti, 2006).

5.2.2. |dentificacdo e quantificacao dos compostos

A identificacdo dos compostos presentes na amostra é feita a partir de uma biblioteca espectral
gue vem com o proprio equipamento. Deve-se proceder a injeccdo de uma solugéo padréo do
composto em analise, para estudar as principais caracteristicas desse composto, como por
exemplo, o tempo que o composto tem tendéncia a aparecer no cromatograma (tempo de
retencéo).

Outro parametro a ter em conta na identificacdo de compostos é a escolha do modo a que o
analisador do espectrometro de massa opera. Existem dois modos, 0 modo Full Scan e o modo
SIM. No modo Full Scan o analisador de massas monitoriza uma faixa de razdes m/z.

O modo Full Scan € normalmente utilizado em analises qualitativas ou quantitativas quando a
informacao espectral completa da amostra é considerada importante.

No modo S/IM o analisador de massas monitoriza somente poucos ides que sdo indicativos de
um composto especifico, ou seja monitoriza razdes m/z especificas.

O modo SIM é consideravelmente mais sensivel do que o modo Full Scan, mas s6 fornece
informacdo sobre os ides monitorizados, pelo que se perde informagédo para a identificagéo.
Normalmente o modo SIM é usado para a quantificagdo de um composto alvo, que existe em

baixa concentracao (Pizzutti, 2006).
A quantificagcdo dos compostos é feita a partir da determinagéo das areas ou alturas dos picos
cromatograficos. Teoricamente, o calculo da area do pico cromatografico num equipamento
automatico como GC-MS processa-se através da seguinte equagao:

Aa = Kax ma
em que Aa — area do pico

Ka — factor de resposta

ma — massa do composto que chega ao detector
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O factor de resposta de um determinado composto depende das condigbes operacionais e 0 seu
célculo é efectuado pela injeccdo de quantidades exactas do composto e determinacéo da area
do respectivo pico cromatografico.

A conversdo das areas dos picos cromatograficos de um composto, para concentragdes é feita,
geralmente, através do método do padréo externo ou do método do padréo interno (Lourengo &
Moreira, 1997).

5.2.2.1. Método do padréao externo
Neste método injectam-se quantidades exactas da solugdo-padrao do composto a analisar e

traca-se a curva de calibragéo correspondente (Lourengo & Moreira, 1997).

5.2.2.2. Método do padrao interno

O método do padrao interno consiste na adicdo a amostra (matriz) de uma quantidade
conhecida, de um composto diferente do que se pretende quantificar (Silva, 1995).

Para a obtengdo da curva de calibragdo, preparam-se solugbes padrdo com diferentes
concentracoes do padrdo do composto em analise, as quais se adiciona sempre a mesma
quantidade de padrdo interno. Apds analise dessas solugdes, constroi-se um gréfico
relacionando a razdo de &reas (adrea do composto a ser analisado / area do padrao interno que
tem concentragé@o constante) com a concentragdo variada do composto.

Idealmente a substancia usada como padrdo interno deve ser similar ao composto a ser
quantificado, ter um tempo de retencdo proximo a esse composto, nao reagir com o composto
ou outro componente da matriz, ter um grau elevado de pureza, ser estavel antes e durante a
andlise e sollvel no solvente usado para a preparagéo do extracto e por fim originar um bom
pico cromatogréfico (Lourengo & Moreira, 1997).

Este método é extremamente util, por permitir pequenas mudangas ao longo da analise em
variaveis experimentais, como por exemplo na temperatura da coluna e volume da amostra
injectada, sem interferir no resultado final (Ribeiro et al., 2008).

Quando possivel serad vantajoso utilizar-se como padrdo interno o composto que se pretende
analisar mas em que um dos atomos de carbono esteja marcado. Deste modo assegura-se que

as caracteristicas do padrao interno sejam exactamente iguais as do analito.

5.2.3. Validacdo do método

A validagédo do método consiste na avaliagdo da capacidade do método analitico em produzir
resultados de confianga (Ribeiro et al., 2008). Os parametros analisados neste trabalho foram: a
especificidade, o limite de detecgéo, a linearidade, a precisdo com base na repetibilidade e a

exactiddo com base na percentagem de recuperagéo do padréo.
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1) Especificidade

A especificidade é a capacidade de um método identificar um composto no meio de outros
presentes na matriz (Lourenco & Moreira, 1997). O uso de um padrédo do analito, caso esteja
disponivel, permite conhecer o tempo de retencdo (minutos) que corresponde ao tempo que
decorre desde que o composto € introduzido no sistema cromatografico até que ocorra a elui¢céo
maxima correspondente a esse pico.

Num equipamento de GC-MS, a identificagdo do analito podera ser feita utilizando a biblioteca
de espectros, que é uma base de dados com varios compostos e 0 seu respectivo espectro de
massa. A biblioteca espectral pode ser utilizada para comparar o tempo de retencdo do analito
com o tempo correspondente ao padrdo analisado, ou, em alternativa, utilizando o valor do

indice de retencao (Lasmar, 2007).

2) Limite de detecgao

O limite de deteccao de um método analitico corresponde, a menor concentragdo do analito que
produz um sinal que é possivel de distinguir do ruido de fundo. Na pratica os dois modos mais
utilizados tém como base a determinacdo da relagéo sinal-ruido ou em parametros de curva de
calibracdo. O método usado, neste trabalho para detectar o limite de detecgéo foi 0 método da
relacdo sinal — ruido.

Este baseia-se na medicao do sinal correspondente ao ruido (linha de base quando se analisa o
solvente ao tempo de retengdo do composto em estudo). A relagéo sinal-ruido aceite é de 3:1
(Lourengo & Moreira, 1997).

3) Linearidade

A linearidade de um método é a sua capacidade para produzir um sinal directamente
proporcional a concentracdo do composto em analise, dentro de uma gama de concentragdes
(Chasin et al., 1998; Ribani et al., 2004).

A linearidade € expressa por uma gama na qual o sinal analitico, denominado variavel
dependente y, € linearmente proporcional a sua concentracdo, denominada variavel
independente x;.. A equagao matematica (y= mx + b) que descreve esta dependéncia é
conhecida como curva analitica ou curva de calibragéo.

A equagao da recta é obtida, a partir da regresséao linear pelo método dos minimos quadrados e
a qualidade da recta é testada pelo coeficiente de correlagao (r) ou coeficiente de determinagéo
(Rz). O coeficiente de correlacdo é a razdo da covaridncia entre a concentracao (x) € o sinal
analitico (y) com o produto dos desvios padrédo (Ribeiro, 2008). O coeficiente de determinacao é
o coeficiente de correlagdo ao quadrado.

Esses parametros permitem uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais
proximo de 1 for R?, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais relativamente ao

modelo explicado pela equagdo e menor a incerteza dos coeficientes de determinagéo
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estimados. Os valores dos coeficientes de determinagéo sdo tidos como satisfatérios a partir de
0,98 (Pizzutti, 2006).

4) Precisao

A precisdo é o termo geral, utilizado para avaliar a dispersdao dos resultados de ensaios
independentes, repetidos nas mesmas condigbes. A precisao pode ser determinada em termos
de repetibilidade, precisao intermédia e reprodutibilidade.

No presente trabalho, a repetibilidade foi o parametro testado, que define a precisdo dos
resultados obtidos dentro do préprio laboratério, por um mesmo analista e com os mesmos
instrumentos.

O seu valor numérico € estimado pelo desvio padrdo relativo, ou DPR, para analises de

amostras iguais ou idénticas. O seu calculo é realizado da seguinte forma:

DPR=_s x100

Xm

s = estimativa do desvio padrédo absoluto

Xm = média das medidas repetidas

Valores de desvio padréo relativo até 20% sao tomados como aceitéveis (Pizzutti, 2006).

5) Exactidao

A exactiddo € uma medida de avaliagdo, da concordancia existente entre os dados obtidos em
uma determinada medida e um valor de referéncia assumido como sendo o verdadeiro. A
exactidao representa a existéncia de erros sistematicos e é um dos critérios mais importantes
para o julgamento do desempenho de um método analitico. A exactidao através dos ensaios de

fortificagc@o e recuperagédo do padrao pode ser calculada através da seguinte equagao:

R% = C;=C,x 100
Cs
Onde:
C; = concentracao do composto determinado na amostra fortificada (amostra com padréo)
C, = concentracao do composto determinado na amostra néo fortificada

C3 = concentragcao do composto usado para fortificagao (padrao)

Em geral sdo aceites intervalos de 70 a 100% (Pizzuti, 2006).
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1. Material e Métodos

1.1. Material biolégico

1.1.1. Cafeeiros
Os cafeeiros Coffea arabica L. das variedades Caturra Vermelho e S4 Agaro propagadas no
CIFC, cresceram em vasos contendo uma mistura de terra vegetal, turfa e areia na proporgéo

de 4:1:1 (v/v/v) em estufas com uma temperatura média anual de 24°C (Quadro 2).

Quadro 2. Origem, grupo fisiolégico e gendtipos dos cafeeiros C. arabica L.

estudados.

Variedade Origem Grupo fisiolégico Gendtipos
Caturra Vermelho Angola E Sub
S4 Agaro Etidpia J Sw4,5

1.1.2. Ferrugem alaranjada

Utilizaram-se ureddsporos frescos de dois isolados de ferrugem Hemileia vastatrix Berk. & Br.
(Quadro 3).

Quadro 3. Origem, raca fisiologica e genes de viruléncia de cada um dos isolados de

H. vastatrix usados.

Isolados Origem Raca fisiolégica Genes de viruléncia
Vs
1427 Etidpia I
- V45
70 Quénia XV
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1.1.3. Inoculacao dos cafeeiros e tipos de reaccao

A inoculacdo foi feita em folhas jovens de C. arabica S4 Agaro ainda em crescimento ou
proximas do seu tamanho definitivo, de acordo com a técnica utilizada no CIFC (D’Oliveira 1954-
57).

Uredo6sporos frescos de H. vastatrix foram colocados na pagina inferior das folhas, com a ajuda
de um escalpelo e espalhados com um pincel. Em seguida pulverizou-se com agua destilada as
folhas inoculadas e todo o cafeeiro. Apds ser abundantemente regado o cafeeiro foi colocado
numa camara humida e escura durante 24 horas. Apés este periodo foi transferido para a estufa,
tendo-se acompanhado o evoluir da infec¢do até ao aparecimento dos sintomas.

O Quadro 4 mostra os tipos de reacgcao observados em C. arabica S4 Agaro, 21 dias apés a
inoculacdo com os dois isolados de H. vastatrix. Na interaccdo compativel os cafeeiros
apresentaram esporulagao abundante (reac¢ao 4) e na incompativel apresentaram pontuagdes
cloréticas com tumefaccéao (reaccgao f1i).

Quadro 4. Tipos de reacgéo da variedade C. arabica S4 Agaro, 21 dias apds a

inoculacdo com os diferentes isolados da ferrugem.

C. arabica (var.) |solados de H. vastatrix Interacgao Tipos de reacgao
S4 Agaro 70 Compativel 4
1427 Incompativel fit

*Tipos de reaccao das interacgbes C. arabica-H. vastatrix de acordo com a escala de
classificagdo qualitativa de D Oliveira (1954-57).

1.2. Preparagao dos tecidos para observagao ao microscépio éptico

1.2.1. Germinacdo de ureddsporos e formacao de apressorios in vivo

Seguindo a técnica descrita por Silva et al. (1985), foram cortados fragmentos com cerca de 5
cm® em cada folha inoculada de C. arabica S4 Agaro, 24 horas ap6s a inoculacdo. Estes
fragmentos depois de secos foram pincelados com uma camada de verniz transparente de
modo a que todo o fragmento ficasse coberto. Depois de seco o verniz foi destacado com a
ajuda de uma pinga 0 que permitiu obter um molde da superficie do fragmento da folha. Os
moldes de verniz foram entdo mergulhados numa mistura de azul de algodao em lactofenol (que

cora de azul as estruturas do fungo) na qual foram também montados.
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1.2.2. Processo de colonizacdo do fungo

Para observar o processo de colonizagado do fungo no hospedeiro seleccionaram-se fragmentos
de folhas infectadas de C. arabica S4 Agaro e efectuaram-se cortes com uma espessura de 20-
25 pm, com um micrétomo de congelag¢édo. Os cortes foram corados com uma mistura clara de
azul de algoddao em lactofenol (Rijo & Rodrigues Jr., 1978). Acompanhou-se o evoluir da

infecgao no interior dos tecidos foliares até ao aparecimento dos sintomas.

1.3. Determinacao do salicilato de metilo por SPME-GC-MS

A parte pratica deste trabalho consta do estudo do método, respectiva validagdo, de
determinagcdo do MeSA. Seguiu-se a aplicagdo do método a analise de amostras sas e
inoculadas. O método foi desenvolvido, tendo como referéncia a metodologia SPME-GC-MS
utilizada por Deng et al. (2004) para o estudo das folhas do tomateiro infectadas por virus do
mosaico do tabaco. Este foi o Unico método localizado na bibliografia actualmente disponivel

que utiliza a microextracgao em fase sélida para o estudo do MeSA em plantas.

1.3.1. Preparacdo das amostras a partir de tecido fresco

> “Pos de azoto”

As amostras C. arabica S4 Agaro e Caturra foram preparadas a partir de tecido foliar fresco, em
média cerca de 2 pares de folhas por amostra (2-3 g de massa fresca) de acordo com o método
descrito por Deng et al. (2004). As folhas colhidas foi-lhes retirada a nervura central com auxilio
de uma lamina. Em seguida foram congeladas em azoto liquido, colocadas num almofariz de
porcelana e maceradas até obtencédo de um pé. Quando nao foram analisadas de imediato pelo
equipamento GC-MS, as amostras (cerca de 0,5g ou 2g de pd de azoto), foram guardadas a

- 80°C até serem utilizadas.

1.3.2. Equipamento e reagentes

1.3.2.1. Equipamento e utensilios

» Balanga Analitica Sartorius Analytic AC 210 P

» Sistema de GC-MS constituido por cromatografo de fase gasosa Shimadzu modelo GC-
2010 e espectrometro de Massa Shimadzu modelo GCMS-QP 2010, equipado com amostrador
automatico: AOC — 5000. Sistema de aquisigao e tratamento de dados GCMS solution da
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Shimadzu. Utilizou-se uma coluna capilar de silica fundida DB — 5MS da J&W scientific, com
30,0 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro e 0,25 um de espessura do filme.

» Fibra de PDMS (100 um, 23 gauge needle) da Supelco

= Vials de rosca de 20 ml e 10 ml da La-Pha-Pack

= Septos de silicone branco e PTFE vermelho, dureza 35% 1,3 mm de espessura, da Gerstel
» Micropipetas: Eppendorf P20, P100 e P1000 e Finnpipette P5000

1.3.2.2. Reagentes
Salicilato de metilo (Sigma M6757), salicilato de etilo (Sigma 84220) fornecidos pela Sigma
Aldrich (Anexo 2), etanol absoluto (PA 121086.1212) da Panreac. A agua utilizada foi de

qualidade ultrapura, obtida por sistema Milli-Q.

1.3.3. Procedimento experimental

1.3.3.1. Preparacao das solugdes dos padrdes externo (salicilato de metilo) e interno

(salicilato de etilo)

A solugdo-mae dos padroes de MeSA e EtSA, foi preparada com concentragdes entre 1,0 e 100
mg/ml numa mistura agua:etanol (90:10). A partir da solugdo-mae, foram feitas as diluicdes para

testar concentragées menores. O volume de solugao injectado para o vial foi de 40 pl.

1.3.3.2. Microextraccao em fase sélida (SPME)

1.3.3.2.1. Optimizacao das condi¢des de extraccao

Utilizaram-se solugbes de MeSA e amostras de C. arabica S4 Agaro e Caturra, fortificadas com
solugbes de MeSA com concentragbes entre 1 e 50 ppb. Foram estudados os seguintes

parametros:

a) Temperatura de extracgao: entre 20 e 70°C
b) Tempo de extraccao: entre 20 e 90 min
c) Volume do vial: 10 e 20 ml

1.3.3.2.2. Condicoes de extraccao adoptadas

As condicbes de extracgdo adoptadas neste trabalho, em consequéncia do respectivo estudo de

optimizacao, foram as seguintes:
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a) Temperatura de extracgcao: 30°C para o padrdo de MeSA, 60°C para as amostras
b) Tempo de extracgao: 40 minutos para o padrao de MeSA, 60 minutos para as amostras
c) Volume do vial: 20 ml

1.3.3.3. Andlise por cromatografia gas—liquido acoplado a espectrometria de massa (GC-MS)
1.3.3.3.1. Condigbes cromatograficas

» Temperatura do injector: 270°C

> Programacao do forno: 40 °C durante 2 min, rampa de temperatura a 15 °C.min™" até 270 °C
e manteve-se a temperatura mais 20 min.

» Temperatura da fonte de ides: 250°C

Modo de injeccdo: split ou splitless

Tempo de dessorgéo: 3 min.

Caudal do fluxo de purga: 3,0 ml.min™

Gas de arraste: Hélio (He)

Velocidade linear do gas de arraste: 51 cm.s”

YV V. V V VYV VY

Pressao de gas de arraste: 28,8 KPa

1.3.3.3.2. Condic¢oes de espectrometria de massa

A ionizacéo foi efectuada pelo modo do impacto electrénico (IE), com electrées de energia 70
eV e os ides foram detectados na gama de m/z 40 a 450. Tendo em conta o espectro de massa
obtido em modo SCAN, foram seleccionados os valores de m/z mais importantes.

Para a analise no modo S/M utilizaram-se os seguintes ides respectivos para salicilato de metilo
(MeSA): m/z 65, 92, 120 e 152 e para o salicilato de etilo (EtSA): m/z 65, 92, 120 e 166.

1.3.3.4. Andlise quantitativa das amostras

A quantificacdo de MeSA foi efectuada em uma Unica amostra inoculada com ferrugem
alaranjada. Utilizou-se o método do padrdo externo aplicado a uma curva de calibragdo do
MeSA com seis niveis de concentragdo em duplicado utilizando as seguintes concentragdes: 1,5;
3; 5; 10; 30 e 50 ppb MeSA (Quadro 7).

1.3.4. Validacdao do método

A validagdo do método foi efectuada pelo método do padréo externo, utilizando o salicilato de
metilo (MeSA) e pelo método do padréo interno, utilizando o salicilato de etilo (EtSA). Foram

avaliados os seguintes parametros:
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- Especificidade: estudo do tempo de retencéo do padrao externo (MeSA) e padrao interno
(EtSA) e caracteristicas da matriz das amostras.

- Limite de deteccéo: estudo da quantidade minima de padrao externo (MeSA) detectada pelo

equipamento.

- Linearidade: estudo das curvas de calibragdo do padrao externo (MeSA) e com padrao interno
(EtSA) e amostras fortificadas.

- Precisdo: estudo da repetibilidade de padrdes externo (MeSA) e interno (EtSA) ou amostras
fortificadas.

- Exactiddo: estudo da percentagem de recuperacéo do padrdao externo (MeSA) em amostras

fortificadas.

1.3.5. Tratamento dos resultados

O tratamento dos resultados foi realizado através do Software GCMS solution da Shimadzu e
pelo programa Excel do Microsoft Office. As ferramentas estatisticas do Excel foram utilizadas
para estudo da linearidade e da repetibilidade do método. Nos ensaios de linearidade aplicou-se
a regressao linear pelo método dos minimos quadrados para a equagao da recta e obteve-se o
coeficiente de determinacao (RZ). Nos ensaios de repetibilidade estimou-se o desvio padrao

relativo (DPR) para avaliar a disperséo de resultados entre amostras iguais.
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2. Resultados e Discussao

2.1. Processo de infecgéo

Ao contactarem com a pagina inferior das folhas do cafeeiro, e na presenca de agua, os
ureddsporos germinaram emitindo o tubo germinativo na extremidade do qual se forma o apressério
(12 estrutura de infeccdo) sobre o estoma (Figura 9). Nao foram encontradas diferengas na
germinacao de ureddsporos e na formacao de apressorios nas duas interacgdes estudadas.

Figura 9. Uredésporo germinado com apressorio

formado 24 horas apés a inoculagédo. Uredésporo (U);

tubo germinativo (tg) e apressério (A). Barra = 80um

Na interacgéo incompativel o fungo cessou o seu crescimento nas primeiras fases do processo de
infec¢éo: apressorio, hifa de penetracdo, ancora e com menor frequéncia na fase de célula- -mae
do haustério com formacao de um a trés haustérios (Figura 10 a 12).
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Figura 10. Apressoério vazio (A) com hifa de Figura 11. Fase de ancora (seta) 24 horas
penetragdo (seta), 24 horas apdés a apods a inoculagao. Barra = 90um
inoculagdo. Barra = 120um

Bt

Figura 12. Haustério (h) na célula subsididria do Figura 13. Hifas intercelulares, haustérios e
estoma, 48 horas apés a inoculagdo. Barra = formagdo de soro uredospoérico (S), 21 dias ap6és a
100um inoculagéo. Barra = 180um

Pelo contrario na interacgdo compativel na maioria das zonas de infecgdo o fungo cresceu sem
aparente inibicdo, apresentando numerosas hifas intercelulares e haustérios em todo o mesofilo,
acabando por originar esporulagao cerca de 21 dias apos a inoculagéo (Figura 13).

Com base na escala de classificagcdo qualitativa de D’ Oliveira (1954-57) o tipo de reaccéo
observado na interacgcdo compativel foi do tipo 4, esporulacdo abundante (Figura 14A), e na
interaccao incompativel os cafeeiros apresentaram o tipo de reaccao flt, pontuagdes cloréticas com

tumefacgéo (Figura 14B).
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Figura 14. Tipos de reaccado observados nas interacgbes C. arabica — H.
vastatrix de acordo com a escala de classificagdo qualitativa de D’Oliveira
(1954-57). (A) — Reacgao 4 - Interaccdo compativel; (B) — Reacgao fit -

Interacgé@o incompativel.

2.2. Determinacao do salicilato de metilo

2.2.1. Identificacao do MeSA e do EtSA

Numa fase inicial do trabalho, comecgou-se por injectar solugdes dos padrdes de MeSA e de EtSA de
modo a obter espectros de massa destes compostos, e comparé-los com a biblioteca de espectros.

> Identificagdo do padrao externo (MeSA)
O salicilato de metilo (MeSA) apresenta o tempo de retengéo (t;) de 7,813 min. (Figura 15) e as

massas seleccionadas para aquisicado no modo S/M foram: 65, 92, 120 e 152 m/z. A selec¢éo das
massas passa pela a sua intensidade (em percentagem) no espectro de massas (Figura 16).
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Figura 15. Cromatograma do padrao salicilato de metilo (padrdo externo).
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Figura 16. Espectro de massas obtido com o padréao salicilato de metilo.

As massas seleccionadas a partir do padrdo foram as mesmas que as do trabalho de Deng et al.
(2004). No nosso espectro de massas do padrao MeSA, ndo houve a identificagdo directa da massa
65 m/z, sendo esta a terceira massa mais importante. Este problema poderd ser justificado como um
erro por parte da andlise do equipamento. Para confirmar o resultado obtido, recorremos a biblioteca
espectral do equipamento (Anexo 3).

Neste trabalho, a analise dos resultados é feita, na maioria, apenas para a massa MeSA 120 m/z,

uma vez que esta é a massa que apresenta o pico base e os resultados com as outras massas sao
idénticos.
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> Identificagdo do padrao interno (EtSA)

O tempo de retencéo do salicilato de etilo (EtSA) é 8,577 min. e as principais massas de aquisi¢ao
s80: 65, 92, 120 e 166 m/z (Figura 17 e 18).

(x1,000,000)

Figura 17. Cromatograma do salicilato de etilo (padrao interno).

%
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Figura 18. Espectro de massas obtido com o padréo salicilato de etilo.

As massas seleccionadas para o padrao EtSA foram confirmadas directamente pelo espectro de

massa do padréo, sem ter de recorrer a biblioteca espectral do equipamento.
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2.2.2. Escolha do modo de injeccéo a utilizar nos ensaios de optimizacao

No trabalho apresentado por Deng et al. (2004) foi utilizado o modo splitless devido as baixas
concentragcdes do composto na amostra em estudo, ja que para facilitar a sua identificacdo no
cromatograma, seria importante ser uma injeccao sem reparticdo. No presente trabalho, testaram-se
os dois modos de injeccéo. Procedeu-se, assim a comparagao dos resultados obtidos com injecgdes
em modo split e splitless com padrao MeSA na concentra¢do de 0,1 ppb a uma temperatura de
extracg¢do de 60°C e tempo de extraccao de 30 minutos (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Cromatograma do padrao MeSA injectado no modo split 1:5.
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Figura 20. Cromatograma do padrao MeSA injectado no modo splitless.

Os resultados obtidos demonstraram que, no nosso trabalho, também era necessario a utilizagao do
modo splitless, dada a baixa concentragdo do composto em estudo na amostra.
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2.2.3. Optimizacao das condicdes de SPME

2.2.3.1. Temperatura de extracgao

Avaliou-se o efeito da temperatura de extracgdo na andlise do padrdo MeSA e das amostras C.
arabica S4 Agaro fortificadas (Figura 21 e 22).
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12

—_
o
I

Area do pico do MeSA (10%)
(o)}

Figura 21. Efeito da temperatura na area do pico (m/z = 120) obtido na analise de uma
solucdo padrédo MeSA a 1 ppb.
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Figura 22. Efeito da temperatura na area do pico (m/z = 120) obtido na andlise de amostras de
folhas de C. arabica S4 Agaro fortificadas com solugao padrao MeSA a 50 ppb.

Verificou-se que a temperatura 6ptima para a extracgao do padrao é 30°C enquanto que para as
amostras fortificadas é 70°C. Uma vez que as diferengas observadas nos resultados obtidos para as
temperaturas, entre 50°C e 70°C, para as amostras fortificadas, sdo pequenas e se devem a
variagdes do préprio método de analise, optou-se por realizar a extraccao a 60°C, a temperatura
usada no método desenvolvido por Deng et al. (2004).
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2.2.3.2. Tempo de extrac¢ao

Estudou-se o efeito do tempo de extracgao para uma solugao do padrao MeSA e para amostras C.
arabica S4 Agaro fortificadas (Figura 23 e 24).
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Figura 23. Efeito do tempo de extracgdo na area do pico (m/z = 120) do padrdo de

MeSA a 1 ppb.
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Figura 24. Efeito do tempo de extrac¢do na area do pico (m/z = 120) das amostras C.
arabica S4 Agaro fortificadas com 50 ppb de MeSA.

Verificou-se que o tempo de extracg¢ao ideal para o padrao de MeSA é 40 minutos enquanto que
para as amostras fortificadas o tempo de extraccao ideal é de 90 minutos, tal como em Deng et al.
(2004). No entanto, uma vez que a area do pico tende a estabilizar aos 60 minutos, optou-se por
utilizar este tempo para a extracgao.
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2.2.3.3. Volume do vial

Como neste trabalho se analisam baixas concentragdes de MeSA, testou-se o volume do vial para
sabermos se, diminuindo o volume do headspace a que a fibra estava exposta se obtinham
melhores resultados. Para o estudo do volume do vial utilizou-se uma solugéo do padrédo de MeSA
com a concentragéo de 2 ppb e vials com 10 e 20 ml de volume (Figura 25 e 26).
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Figura 25. Cromatograma do padrao de MeSA com um vial de 10 ml.
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Figura 26. Cromatograma do padrao de MeSA com um vial de 20 ml.

Os resultados mostraram que com o vial de 20 ml se obtém picos de MeSA no cromatograma mais
intensos, com menos interferéncia e, por esse motivo, resolvemos usar os vials de 20 ml ao longo
do trabalho.
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2.2.4. Validacdo do método

2.2.4.1. Especificidade

Comecgou-se por identificar os principais compostos presentes nos cafeeiros C. arabica Caturra e S4
Agaro para caracterizar as amostras e tentar identificar quais os compostos que tém tempo de
retengdo proximo do MeSA e do EtSA (Anexo 4).

Fez-se a sobrecarga de uma amostra C. arabica Caturra com solugbées a 800 ppb do padrao de

MeSA e EtSA, obtendo-se o cromatograma apresentado na Figura 27.
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Figura 27. Cromatograma da matriz da amostra C. arabica Caturra fortificada com os
padroes MeSA e EtSA a 800 ppb.

O cromatograma apresenta o tempo de retencédo do padrao interno (EtSA) proximo do tempo de
retencdo do composto principal (MeSA), com um bom pico cromatogréfico e sem compostos

interferentes presentes na matriz.

2.2.4.2. Limite de deteccéao

A sensibilidade do método foi avaliada com base no limite de deteccdo. Foram testadas varias
concentracoes do padrao de MeSA. As figuras 28 e 29 representam 0s cromatogramas obtidos com

as concentracdes 50 e 100 ppt, respectivamente, em sobreposicdo com o branco da fibra.
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Figura 28. Cromatograma com o limite de deteccao do

padrdo de MeSA (50 ppt) para a massa de aquisicao

120 m/z.
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Figura 29. Cromatograma com o limite de deteccao
do padrao MeSA (100 ppt) para a massa de
aquisicao 120 m/z.

O estudo realizado, segundo o método da relagao sinal-ruido de valores aceitaveis de 3:1,
permitiu estimar o valor de 50 ppt como limite de deteccao do método, inferior ao obtido por Deng et
al. (2004), que foi de 10 ppm.

2.2.4.3. Linearidade da curva de calibragédo

2.2.4.3.1. Método do padrao externo

As concentracdes do padrdao externo (MeSA) foram escolhidas com base nas concentragdes de
MeSA observadas em folhas de tomateiro infectadas por virus do mosaico do tabaco, no trabalho
desenvolvido por Deng et al. (2004). Efectuaram-se as curvas de calibragdo para o padrdao de MeSA
com diferentes niveis de concentragcao: 0,1 ppb, 0,2 ppb, 0,4 ppb, 0,8 ppb, 1,5 ppb e 3 ppb MeSA
(Quadro 5) e 1,5 ppb, 3 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 30 ppb e 50 ppb MeSA (Quadros 6). Para as amostras
C. arabica Caturra fortificadas com o padrao de MeSA efectuou--se a curva de calibragdo com os
seguintes niveis de concentragédo: 100 ppb, 150 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb e 500 ppb MeSA
(Quadro 7).
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Quadro 5. Curva de calibracao de salicilato de metilo (m/z 65, 92, 120,

152)* .
Coeficiente de
Massas m/z Equagéo determinacdo (R?)
65 y = 9521,4x - 1101,2 0,985
92 y = 21943x - 4093 0,973
120 y = 18799x - 3108,7 0,964
152 y = 9861,7x - 1847,7 0,966

* Niveis de concentragéo: 0,1 ppb, 0,2 ppb, 0,4 ppb, 0,8 ppb, 1,5 ppb e 3 ppb

Quadro 6. Curva de calibracao de salicilato de metilo (m/z 65, 92, 120,

152)* .
Coeficiente de
Massas m/z Equagéo determinacio (R%)
65 y = 10862x - 22017 0,993
92 y = 25372x - 52152 0,992
120 y = 23338x - 51136 0,989
152 y = 11350x - 25052 0,989

* Niveis de concentragéo: 1,5 ppb, 3 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 30 ppb e 50 ppb

Quadro 7. Curva de calibragao de salicilato de metilo em amostras
de C. arabica Caturra (m/z 65, 92, 120, 152)*.

Coeficiente de

Massas m/z Equacgéao determinacio (R?)
65 y = 325,98x + 48334 0,521
92 y = 717,96x + 124359 0,502
120 y = 619,3x + 104539 0,508
152 y = 289, 69x + 44377 0,521
* Niveis de fortificagdo: 100 ppb, 150 ppb, 200 ppb, 300 ppb, 400 ppb e 500

ppb

As curvas de calibragdo obtidas com o padrdo apresentam um coeficiente de determinagdo superior
a 0,98 muito préximo do valor ideal de 0,99. A recta de calibragado obtida com a amostra apresenta
um coeficiente de determinagéo baixo (cerca de 0,52), o que significa que o resultado obtido, para a
quantificacdo do composto, apresenta uma margem de erro ou incerteza elevada, com uma

disperséo no conjunto de pontos da recta de calibragéo.

2.2.4.3.2. Método do padrao interno

Para minimizar erros instrumentais utilizou-se o EtSA como padrao interno e considerou-se o valor
intensidade m/z 166.
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Efectuaram-se duas curvas de calibragdo para o MeSA, variando entre 1,5 e 120 ppb, em que a
concentracao de EtSA foi de 50 ppb (Quadro 8). Também foi feita uma curva de calibracdo de
amostras de C. arabica Caturra fortificadas (Quadro 9) com MeSA, com concentracdo entre 400 e
1200 ppb e padrao interno (EtSA) a 800 ppb.

Quadro 8. Curvas de calibragcéo de salicilato de metilo (m/z 65, 92, 120, 152)

utilizando o salicilato de etilo (m/z 166) como padréo interno®.

Massas MeSA / Massas Coeficiente de
EtSA Equacio determinacao (R?)

65/166 y = 0,0008x + 0,0059 0,978

92/166 y = 0,002x - 0,0024 0,967

120/166 y = 0,002x - 0,0029 0,959

152/166 y = 0,0009x - 0,0014 0,953

* Niveis de fortificagao: 1,5 ppb, 3 ppb, 3 ppb, 5 ppb, 10 ppb, 20 ppb, 30 ppb, 40 ppb, 50
ppb, 80 ppb, 120 ppb (MeSA) e 50 ppb (EtSA).

Quadro 9. Curva de calibragao de salicilato de metilo em amostras de C. arabica
Caturra (m/z 65, 92, 120, 152) utilizando o salicilato de etilo (m/z 166) como

padrdo interno*.

Coeficiente de

Massas MeSA / Massas EtSA Equacao determinacao (R?)
65/ 166 y =0,0174x + 0,6416 0,945
92/166 y = 0,0422x + 1,9486 0,926
120/166 y = 0,0476x + 2,1306 0,924
152/166 y = 0,0202x + 0,8209 0,925

* Niveis de fortificagédo: 400 ppb, 800 ppb, 1200 ppb (MeSA) e 800 ppb (EtSA).

As curvas de calibragao obtidas utilizando apenas solugbes de padrdes, apresentam um coeficiente
de determinacéo de 0,96.
O efeito da utilizagdo do padréo interno (Pl) fez-se sentir nas amostras fortificadas, onde se obteve

valores de R® superiores aos anteriormente obtidos com o padrao externo (Quadro 7).

2.2.4.4. Repetibilidade

2.2.4.4.1. Método do padrao externo

Efectuou-se o estudo da repetibilidade do método, utilizou-se solugbes do padrao MeSA a 0,8 ppb e
a 10 ppb bem como das amostras C. arabica S4 Agaro fortificadas com solugdes de MeSA a 50 ppb
e 1,14 ppm (Quadro 10 e 11).
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Quadro 10. Repetibilidade com solugdes de padrao MeSA.

Concentracéo do padrao MeSA

Massas 0,8 ppb* 10 ppb*

m/z Média DP DPR % Média DP DPR %

65 7174 2084 29 68984 3521 5

92 16417 5218 32 158135 7804 5

120 14726 5081 35 141837 7457 5

152 7084 2305 33 70290 4252 6

*n=10
Quadro 11. Repetibilidade em amostras fortificadas.
Concentracio do padrdao MeSA
50 ppb* 1,14 ppm™** 1,14 ppm***
Massas DPR DPR DPR

m/z Média DP % Média DP %  Média DP %
65 39133 20813 53 231932 86716 37 216533 53314 25
92 72674 19798 27 568388 213762 38 520545 130741 25
120 75495 23713 31 574681 225059 39 501367 146889 29
152 38056 17713 47 264433 102255 39 234164 66120 28

*C. arabica S4 Agaro, n=7; ** C. arabica Caturra, n=9; *** C. arabica S4 Agaro, n=5

Verificou-se que, para uma concentracao de MeSA de 10 ppb, a repetibilidade apresenta um desvio
padrao relativo inferior a 20%. No entanto, todos os outros ensaios apresentam um desvio padrao

relativo superior a 20%, ndo sendo aceitaveis para a validagdo do método.

2.2.4.4.2. Método do padréao interno

Procedeu-se ao ensaio de repetibilidade utilizando uma solugdo de MeSA e EtSA (PI) a 50 ppb.
Paralelamente fortificou-se uma amostra de C. arabica Caturra com MeSA a 1,14 ppm e EtSA a
1,01 ppm (PI) (Quadro 12 e 13).
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Quadro 12. Repetibilidade com solugdes de padréao de

MeSA e EtSA.
Concentracao do padrao
MeSA
Massas MeSA / Massas 50 ppb*
EtSA Média DP DPR %
65/166 0,0195 0,0034 18
92/166 0,0588 0,0059 10
120/166 0,0627 0,007 11
152/166 0,0263 0,0036 14

*n =10; EtSA a 50 ppb

Quadro 13. Repetibilidade com amostras fortificadas.

Concentragao do padrao

MeSA
Massas MeSA / Massas 1,14 ppm*
EtSA Média DP DPR %
65/65 2,38104  0,316491 13
92/92 2,31563  0,236293 10
120/120 1,63093  0,216777 13
65/92 0,92539  0,109456 12
65/120 0,64367  0,089774 14

* C. arabica Caturran = 4

Os resultados apresentam desvios padrées relativos inferiores a 20%, tanto para as solugbes de

padrdes como para as amostras fortificadas, para os gamas de concentragdes estudadas.

2.2.4.5. Exactidao

2.2.4.5.1. Método do padrao externo

A percentagem de recuperagao do padrao de MeSA foi testada para a concentragao de 400 ppb e
800 ppb (Quadro 14 e 15).

Quadro 14. Percentagem de recuperacgao do salicilato
de metilo (m/z 65, 92, 120, 152)*.

Massas m/z % recuperagao do padrao

65 52
92 39
120 16
152 21

* C. arabica Caturra fortificada com 400 ppb
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Quadro 15. Percentagem de recuperagao do
salicilato de metilo (m/z 65, 92, 120, 152)*.

Massas m/z % recuperacao do padrao

65 17
92 15
120 14
152 14

* C. arabica Caturra fortificada com 800 ppb

A percentagem de recuperagao € baixa, com valores para a massa 120 m/z MeSA de 16% e 14%

na gama de concentragdes estudadas (400 ppb e 800 ppb MeSA).

2.2.5. Quantificacdo do salicilato de metilo em folhas de C. arabica

2.2.5.1. Estudo da metodologia de preparac¢do das amostras

Apds a preparagao da amostra “pds de azoto”, tal como utilizada por Deng et al. (2004), fizeram-se
alguns ensaios que tinham como objectivo avaliar a estabilidade da amostra, j& que dispondo o
equipamento de um amostrador automatico, seria possivel deixar as amostras a serem analisadas,
por exemplo durante a noite, o que implicaria a obtencdo de uma amostra estavel ao longo do
tempo de permanéncia no amostrador.

Verificou-se que, quando se procedia a andlise da mesma amostra ao longo do tempo, o sinal
relativo ao analito aumentava, pelo que o processo de preparagdo da amostra nao estava a permitir
a obtengdo de uma amostra estavel (Anexo 1).

Por isso, experimentou-se outra metodologia utilizando acetona “pos de acetona” (Anexo 1).
Verificou-se, contudo que na zona do tempo de retencao do MeSA aparece outro composto
identificado pela biblioteca espectral como dodecano, um composto que faz parte da composi¢édo da
acetona utilizada, o que impossibilitou a utilizacdo deste método.

As dificuldades encontradas na estabilizacdo das amostras de folhas de cafeeiro mostram a nao
adequacao do método de preparagéo de amostras de folhas de tomateiro de Deng et al. (2004).
Trata-se, de facto, de material com caracteristicas distintas dadas as diferencas consideraveis entre
as respectivas plantas: o tomateiro € uma planta anual, enquanto o cafeeiro se trata de uma planta

perene.

2.2.5.2. Efeito da variedade e da idade da folha

Verificou-se que as amostras das variedades C. arabica Caturra e S4 Agaro estudadas

apresentavam salicilato de metilo nas suas folhas jovens e adultas (Anexo 5).
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A identificacdo do salicilato de metilo nas amostras foi confirmada pela biblioteca espectral com um
indice de semelhanca de 92%.

Comparando as variedades, a C. arabica Caturra é a que apresenta mais quantidade de MeSA.

Em relacdo a idade das folhas, as folhas jovens apresentaram valores mais elevados de salicilato de
metilo (Figura 30).
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Figura 30. Area correspondente ao pico do MeSA (m/z = 120) presente nas
folhas jovens e adultas de plantas das variedades C. arabica S4 Agaro e C.
arabica Caturra.

A presenga de MeSA em C. arabica ja tinha sido referida anteriormente por Kaiser (2000). Até a
data, o MeSA ¢ indicado como um sinalizador volatil envolvido em comunicagbes interespecificas e
intraespecificas nas plantas durante a infeccdo do patogénio ou antes da infeccdo se desenvolver
(Seskar et al, 1998). O MeSA é produzido pela metilagdo, mecanismo desenvolvido por &cido
salicilico pela accao da enzima SA carboxil metiltransferase (SAMT), que pode converte-lo de novo
a acido salicilico em tecidos especificos da planta (Seskar et al., 1998; Shulaev et al., 1997; Deng et
al., 2004). No entanto o salicilato de metilo sozinho é ineficaz na indugdo de uma resposta de defesa,

mas podera ter a fungao de molécula sinalizadora volatil (Loake & Grant, 2007).

2.2.5.3. Quantificagdo do MeSA ao longo do processo de infecgéo por H. vastatrix

Foi feita a quantificagcdo de MeSA em folhas de C. arabica S4 Agaro apds inoculagdo com H.
vastatrix (interaccao incompativel). A colheita das amostras foi feita 0, 17, 24, 30, 42, 48 e 72 horas
apods a inoculagdo. Como testemunha foram utilizadas folhas ndo inoculadas (sas) obtidas nos
mesmos intervalos de tempo. Foram pulverizadas com agua destilada e mantidas em camara de

incubagao durante 24 horas, nas mesmas condigdes que as inoculadas.
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Com o objectivo de testar o efeito da congelagdo a -80°C destas amostras, foi também feita a
guantificacdo do MeSA em amostras congeladas ap6s terem sido preparadas com azoto.

A quantificagdo do composto foi realizada a partir da area do pico MeSA 120 m/z por conversao em
unidades de concentragdo, utilizando a equagao da curva de calibragdo de padrao externo MeSA da
massa 120 m/z (Quadro 6).

Verifica-se que néo foi possivel observar diferengas entre as folhas inoculadas e as folhas sas,

tendo os valores sido, quase sempre, sobrepostos (Figura 31, Anexo 6).
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Figura 31. Detecg¢édo da massa 120 m/z do salicilato de metilo nas amostras de C. arabica

S4 Agaro inoculadas e controlo.

Foi observado uma certa variagdo da quantidade do MeSA ao longo da experiéncia, no entanto sera
necessario fazer mais inoculagdes e estudar outros tempos logo apés a inoculacao (12, 15, 18, 20
horas) para perceber o padrdo de variagdo da quantidade de MeSA e a sua relagdo com a
resisténcia ou nao.

Comparando os resultados anteriores com os das amostras congeladas, verificamos que estes

perderam salicilato de metilo tanto nas plantas controlo como nas folhas inoculadas (Anexo 6).
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3. Conclusoes

1) O método SPME-GC-MS proposto por Deng et al. (2004), utilizado no estudo de folhas do
tomateiro, apresentou dificuldades para as amostras de cafeeiro. Uma das maiores dificuldades na
aplicagao do método foi a estabilizacdo das amostras.

Em trabalhos futuros sera essencial testar outros métodos de preparacdo da amostra que permitam
a sua melhor estabilizacao.

2) Em consequéncia, os parametros de validacdo do método apresentam resultados menos bons.
Foi evidenciado a especificidade do método e o seu baixo limite de detec¢do (50 ppt) mas os
restantes parametros estudados necessitam de ser reavaliados depois de se resolver o problema da
estabilidade das amostras. Contudo, os resultados apontam para uma consideravel melhoria com a
utilizagéo do salicilato de etilo como padrdo interno.

3) Outro aspecto importante a ter em conta neste trabalho, foi o facto de se ter aplicado um método
desenvolvido em folhas de tomateiro (Deng et al., 2004), planta anual, com caracteristicas muito
diferentes de uma planta perene, como o cafeeiro. A complexidade das folhas de cafeeiro
relativamente as de tomateiro podera ser a principal razdo para as dificuldades encontradas na
estabilizagdo das amostras estudadas.

4) Devida as razbes apontadas, os seguintes resultados obtidos nas andlises realizadas com as
folhas do cafeeiro devem ser entendidos como meramente indicativos:

- Presenca de MeSA nas folhas de cafeeiro, em teores variaveis com as variedades (Caturra versus
S4 Agaro) e a idade das folhas (jovens versus adultas).

- Dos resultados obtidos (embora muito preliminares), a quantidade de MeSA presente nas folhas
infectadas parece ndo diferir consideravelmente do das folhas sas. No entanto sera necessario
realizar mais repeticées (inoculagdes) na interacgdo incompativel e estudar também a interaccao
compativel, para analisar o possivel envolvimento do MeSA na resposta de defesa do cafeeiro a
ferrugem alaranjada.
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Anexo 1
Estudo da estabilidade das amostras

Repicamos uma amostra C. arabica Caturra quinze vezes, sem a adigdo de padroes e

observamos o sinal analitico correspondente ao composto em analise.
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Amostra Caturra sem padrées

Método de preparacao de amostras “pos de acetona”:

> “Po6s de acetona”

Os pos de acetona foram preparados a partir de tecido foliar fresco de folhas jovens e adultas
de C. arabica Caturra. As folhas colhidas foi-lhes retirada a nervura central com o auxilio de uma
lamina. Em seguida, foram congeladas em azoto liquido, colocadas num almofariz de porcelana
e maceradas até obtengédo de um pé. Este p6 foi homogeneizado com acetona -18°C, durante 2
minutos. O homogeneizado foi filtrado por succdo num funil de Biichner, através de um filtro
Whatman n® 1, e lavado com acetona. O p6 (cerca 1g de pd por 5-6g de massa fresca) foi seco
no vacuo durante uma a duas horas antes de ser guardado em frascos e congelado a -18°C
(Rahe et al., 1970).



Resultados:

Pé de acetona repicado:

(x100,000)

IScan:TIC

2.5 SIM:TIC (15.59)
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Cromatograma da amostra preparada com o método da acetona

Quadro com identificagdo do composto interferente (dodecano) no
tempo de retencdo do salicilato de metilo.

Area
das
Massas
MeSA
Identificacao 65 92 120 152
Pé de acetona 1 pico saturado
Pé de acetona 2 pico saturado
Pico
rep. Pé de acetona 1 saturado

Rep. P4 de acetona 2 Dodecano




Anexo 2

Propriedades do salicilato de metilo da Sigma-Aldrich

Ref.: M6752 Methyl salicylate

Pureza = 99%

Formula molecular 2 — (HO)CgH4COLCH;3
Peso molecular 152,15

Numero CAS 119-36-8
Numero de registo de Beilstein 971516

Numero MDL MFCD 00002214
Densidade do vapor 5,26 (vs air)

Pressao do vapor 1 mmHg (54°C)

Temp. de autoigni¢édo 847°C

indice refrativo n20/D 1,536 (lit.)
Ponto de ebulicao 222°C (lit.)

Ponto de fusdo -8 — -7°C (lit.)
Densidade 1,174 g/ ml at 25°C (lit.)

Propriendades do salicilato de etilo da Sigma-Aldrich

Ref.: 84220 Ethyl salicylate

Pureza 299.0%

Formula molecular 2 — (HO)CsH,CO,CoHs5
Peso molecular 166.17

Numero CAS 118-61-6

Numero de registo de Beilstein 907659

Numero MDL MFCDO00002215
Pressao do vapor 0,05 mmHg (25°C)

indice refrativo n20/D 1.522 (lit.)

Ponto de ebulicao 234°C (lit.)

Ponto de fusao 12C (lit.)

Densidade 1.131 g/ml at 25°C (lit.)



Anexo 3

Identificacdo do composto MeSA e EtSA a partir da biblioteca espectral

Espectro de massa do composto MeSA identificado pela biblioteca espectral:

[MS Spectrum]
# of Peaks 26
m/z 120.00 (Inten :
Raw Spectrum 0.000 (scan : 0) Base Peak 1,000)
Background No Background Spectrum
relacdo de massas
m/z_ (x) Absolute Intensity Relative Intensity 120/x
50 64 6,4 15,6
51 44 4,4 22,7
53 176 17,6 5,7
61 40 4 25
62 80 8 12,5
63 264 26,4 3,8
64 260 26 3,8
65 384 38,4 2,6
66 44 4,4 22,7
76 24 2,4 41,7
81 20 2 50
92 828 82,8 1,2
93 172 17,2 5,8
94 12 1,2 83,3
120 1000 100 1
121 284 28,4 3,5
122 24 2,4 41,7
123 2 0,2 500
124 2 0,2 500
137 8 0,8 125
138 2 0,2 500
139 2 0,2 500
152 360 36 2,8
153 32 3,2 31,3
154 4 0,4 250
155 2 0,2 500




Espectro de massa do composto EtSA identificada pela biblioteca espectral:

[MS Spectrum]

# of Peaks 32
m/z 120.00 (Inten :
Raw Spectrum 0.000 (scan : 0) Base Peak 1,000)
Background No Background Spectrum
relacdo de massas
m/z (x) Absolute Intensity Relative Intensity 120 /x
27 32 3,2 31,3
29 132 13,2 7,6
39 92 9,2 10,9
45 32 3,2 31,3
53 12 1,2 83,3
63 32 3,2 31,3
64 160 16 6,3
65 312 31,2 3,2
66 20 2 50
71 172 17,2 5,9
76 20 2 50
77 12 1,2 83,3
81 32 3,2 31,3
87 60 6 16,7
91 32 3,2 31,3
92 788 78,8 1,3
93 260 26 3,9
94 20 2 50
104 12 1,2 83,3
109 12 1,2 83,3
115 12 1,2 83,3
119 12 1,2 83,3
120 1000 100 1
121 588 58,8 1,7
122 60 6 16,7
138 32 3,2 31,3
139 4 0,4 250
140 2 0,2 500
166 508 50,8 2
167 92 9,2 10,9
168 4 0,4 250
169 2 0,2 500




Anexo 4

Identificacdo dos compostos volateis numa folha de cafeeiro C. arabica S4 Agaro e Caturra

Método SPME: 5 minutos de equilibrio, 60 min de extracgao, 70°C de temp. de extracgao

TIC (total ionic chromatograms) obtidos pelo modo SCAN:
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Folha C. arabica S4 Agaro:

Ne Tempo de Identificacao % Similar
retencao (min)
1 3,035 Silane, fluorotrimethyl- (CAS) 81
Trimethylfluorosilane
3,793 2-Hexenal, (E)- (CAS) (E)-2-Hexenal 95
4,424 2-Heptanol (CAS) 2-Hydroxyheptane 96
4,539 2,4-Hexadienal, (E,E)- (CAS) Sorbaldehyde, 95
(E.E)-
5 5,417 7-Octen-4-ol (CAS) 1-OCTEN-5-OL 94
6 5,536 Furan, 2-pentyl- (CAS) 2-Amylfuran 94
7 5,637 7-Nonynoic acid (CAS) 82
8 6,868 Nonanal (CAS) n-Nonanal 90
9 8,087 Beta.-Cyclocitral 92
10 8,449 2,6,6-TRIMETHYL-1-CYCLOHEXENE-1- 93
ACETALDEHYDE
11 9,265 p-Mentha-2,5-dien-7-ol, trans- (CAS) 78
12 9.522 Octadecanoic acid, 2-[(trimethylsilyl)oxy]-, methyl 73
Ester
13 9.884 1H-3a,7-Methanoazulen-6-ol, octahydro-3,6,8,8- 88
tetramethyl-,
14 9.976 3-Buten-2-one, 4-(2,6,6-trimethyl-2-cyclohexen-1- 93
yl)-, (E)-
15 10.080 2,6-Dimethyl-6-(4-methyl-3- 95
pentenyl)bicyclo[3.1.1]hept-2-ene
16 10.176 5,9-Undecadien-2-one, 6,10-dimethyl-, (Z)- 89
17 10.222 1,6,10-Dodecatriene, 7,11-dimethyl-3-methylene 93
18 10.399 1-Octanol, 2-butyl- 89
19 10.466 4-(2,6,6-trimethyl-1-cyclohexen-1-yl)- (CAS) 91
20 10.528 1,6,10-Dodecatriene, 7,11-dimethyl-3-methylene-, 89
(B)-
21 10.615 8-Hydroxy-2,2,8-trimethyldeca-5,9-dien-3-one 72
22 10.712 Cyclohexene, 1-methyl-4-(5-methyl-1-methylene- 90
4-hexenyl)-, (S)-
23 10.848 2-Methyl-6-(4-Methylenecyclohex-2-Enyl)-2- 95
Heptene
24 10.980 Cetylpyridinium Chloride 79
25 11.051 5.alpha.-Cholestan-2-one, oxime 62
26 11.342 1,2-Benzenedicarboxylic acid, diethyl ester (CAS) 85




Ethyl phthalate
27 11.437 Heptadecane 95
28 11.607 Cholestan-7-ol, 8,9-epoxy-3-(phenylmethoxy)- 54
29 11.996 1-Hexadecanol, 2-methyl- (CAS) 2- 83
METHYLHEXADECANOL-1
30 12.042 Octadecane, 1,1'-[1,3-propanediylbis(oxy)]bis- 59
31 12.136 4H-1-Benzopyran-4-one, 2-(3,4- 60
dimethoxyphenyl)-3,5-dihydroxy-7-methoxy-
32 12.205 1-lodo-2-methylundecane 90
33 12.321 Hexadecanal 96
34 12.416 Cyclopropane, 1-(2-chloro-1-hexen-1-ylideno)- 68
2,2,3,3-tetramethyl-
35 12.801 4,6,6-Trimethyl-2-(3-methylbuta-1,3-dienyl)-3- 82
oxatricyclo[5.1.0.0(2,4)]octane
36 13.186 Benzeneacetic acid, .alpha.,3,4-tris 60
(trimethylsilyl)oxy -, trimethylsilyl Ester
37 13.234 2-Pentadecanone, 6,10,14-trimethyl- 90
38 13.280 Caffeine $$ 1H-Purine-2,6-dione, 3,7-dihydro- 95
1,3,7-trimethyl- (CAS) THEOPHYLLINE METHYL
39 13.565 9,17-Octadecadienal, 94
40 13.604 cis,cis,cis-7,10,13-Hexadecatrienal 93
41 13.803 Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester 96
42 14.022 Hexadecanoic acid (CAS) Palmitic acid 86
43 14.248 Oleic Acid 79
44 14.303 Pentadecane 96
Folha C. arabica Caturra:
Ne Tempo de Identificacao % Similar Ident. S4
retencao Agaro
(min)
1 3.07 N-Hexanal 96
2 3,957 Trans-2-Hexenal 82
3 4,260 Benzene, 1,2-Dimethyl- (CAS) O- 95
Xylene
4 4,485 2-Heptanol (Cas) 2- 91 3
Hydroxyheptane
5 4,576 2,4-Hexadienal, (E,E)- (Cas) 91 4
Sorbaldehyde, (E,E)-
6 4,809 Cyclopentane, 1-Hexyl-3-Methyl- 87
(CAS)




7 4,902 Undecane, 2,6-Dimethyl- (Cas) 91
2,6-Dimethylundecane

8 5,089 Hexadecane, 1-Chloro- (Cas) 1- 89
Chlorohexadecane

9 5,182 Octadecane, 1-Chloro- (Cas) 1- 88
Chlorooctadecane

10 5,427 3-Methylheneicosane 73

11 5,463 Cyclopentane, 1-Methyl-3-(2- 86
Methylpropyl)- (Cas)
Cyclopentane, 3-Isobutyl-1-
Methyl-

12 5,650 Isooctane, (Ethenyloxy)- (Cas) 92
Isooctyl Vinyl Ether

13 5,778 9-Octadecen-1-0l, (2)- (Cas) Cis- 88
9-Octadecen-1-Ol

14 5,907 Octadecane, 1-Chloro- (Cas) 1- 91
Chlorooctadecane

15 5,965 Nonadecanol (CAS) 90

16 6,046 Cyclopentane, 1-Hexyl-3-Methyl- 92
(Cas)

17 6,198 Cyclododecane (CAS) 89

18 6,268 9-Octadecene, (E)- (Cas) 90

19 6,315 1-Octanol, 2-Butyl- (Cas) 2-Butyl- 93 18
1-Octanol

20 6,361 3-Decen-1-0l, (2)- (Cas) Cis-3- 87
Decen-1-0l

21 6,408 Nonadecanol (CAS) 90

22 6,478 1-Hexadecanol, 3,7,11,15- 84
Tetramethyl- (Cas) Dihydrophytol

23 6,560 1-Hydroxyisopropyl-2,3-Dimethyl- 87
Cyclopentane

24 6,653 3-Isobutyl-1-Methyl- 90
Cyclopentanone

25 6,712 3-Isobutyl-1-Methyl- 89
Cyclopentanone

26 6,805 1-Octanol, 2-Butyl- (Cas) 2-Butyl- 94
1-Octanol

27 6,863 Octadecanal (Cas) 89
Stearaldehyde

28 6,945 Octadecanal (Cas) 88
Stearaldehyde

29 7,003 9-Octadecen-1-0l, (2)- (Cas) Cis- 89
9-Octadecen-1-0l

30 7,049 9-Octadecen-1-0l, (2)- (Cas) Cis- 88
9-Octadecen-1-Ol $$ Oleol

31 7,096 1-Heptanol, 2-Propyl- (Cas) 2- 91
Propyl-1-Heptanol

32 7,154 2,6-Dihydroxybenzoic Acid 3tms 73




33 7,213 Cyclohexane, (1-Methylpropyl)- 87
(Cas) Sec-Butylcyclohexane

34 7,248 Cyclododecane (CAS) 91

35 7,388 4-Undecanol, 7-Ethyl-2-Methyl- 90
(Cas) 7-Ethyl-2-Methyl-4-
Undecanol

36 7,446 1-Heptanol, 2-Propyl- (Cas) 2- 91
Propyl-1-Heptanol

37 7,493 Octadecane, 1-Chloro- (Cas) 1- 90
Chlorooctadecane

38 7,560 Octadecane, 1-Chloro- (Cas) 1- 90
Chlorooctadecane

39 7,677 9-Octadecen-1-0l, (2)- (Cas) Cis- 89
9-Octadecen-1-0Ol

40 7,747 3-Isobutyl-1-Methyl- 88
Cyclopentanone

441 7,863 Dodecane (Cas) N-Dodecane 95

42 7,992 1-Octanol, 2-Butyl- (Cas) 2-Butyl- 88
1-Octanol

43 8,111 Acetaldehyde, (3,3- 75
Dimethylcyclohexylidene)-

44 Heptadecane, 2,6,10,14- 91

8,575 Tetramethyl- (Cas) 2,6,10,14-

Tetramethylheptadecane

45 9,263 P-Mentha-2,5-Dien-7-0lI, Trans- 84 11
(Cas) Trans-2,5-P-Menthadien-7-
Ol

46 9,322 Pentan-1,3-Dioldiisobutyrate, 89
2,2,4-Trimethyl-

47 9,632 Propanoic Acid, 2-Methyl-, 2- 87
Ethyl-3-Hydroxyhexyl Ester

48 9,537 1,5,7-Octatrien-3-0l, 2,6- 80
Dimethyl- (Cas) 2-Methylene-6-
Methyl-5,7-Octadien-3-Ol

49 10,467 3-Buten-2-One, 4-(2,6,6- 93
Trimethyl-1-Cyclohexen-1-YI)-

50 10,724 4-Tridecen-6-Yne, (Z)- (Cas) 85

51 11,352 Butane, 2-Bromo-2-Methyl- (Cas) 73
2-Bromo-2-Methylbutane

52 12.344 Octadecanal (Cas) 94
Stearaldehyde

53 14.025 1,2-Benzenedicarboxylic Acid, 94

Dibutyl Ester (Cas) Butyl
Phthalate




Anexo 5

Nestes ensaios ocorreu uma alteragao do tempo de retencdo do MeSA devido a problemas na

coluna que levaram ao corte do topo da coluna.
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Quadro com a quantificagdo em ppb do MeSA para a

massa 120 m/z nas amostras inoculadas.

Concentracdo MeSA / ppb
Tempo / horas Inoculadas Controlo
0 31,04 26,87
17 15,46 16,66
24 15,55 27,2
30 18,11 16,66
42 12,66 15,39
48 13,28 9,33
72 11,9 11,15

Quadro com a quantificagdo em ppb do MeSA para

a massa 120 m/z nas amostras congeladas.

Concentragédo MeSA / ppb
Tempo / horas Inoculadas Controlo
24 9,97 18,00
30 10,26 11,57
42 10,13 14,17
48 10,27 9,52







