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Dissertagao de Mestrado

A Contribuicéio da Quimica para o Estudo de Orchidaceae e seus
Polinizadores

Resumo

Mariza Gomes Reis

Prof. Anita Jocelyne Marsaioli

Investigar a quimica envolvida na polinizagio de Orchidaceae foi o objetivo deste trabalho.
- Inicialmente foi estudada a composigéo da fragrincia floral de cinco espécies: Stanhopea lietzeii,
Stanhopea insignis, Polystachya estrellensis, Psilochilus modestus e Epidendrum secundum.
Nestas espécies as fragrdncias sfo constituidas por misturas de compostos monoterpénicos,
sesquiterpénicos, aromaticos e derivados de 4cidos graxos. Os resultados deste estudo revelam
uma grande diferenca entre a composigio da fragrancia de flores polinizadas por abelhas e por
borboletas. Numa segunda etapa foram focalizadas as recompensas florais de Orchidaceae, 6leos
florais produzidos em glandulas chamadas de elaiéforos, de seis espécies de Oncidium: O. pubes,
O. trucatum, O. hookeri, O. enderianum e O. varicosum; e trés espécies do género Gomesa: G.
crispa, G. recurva ¢ Gomesa sp. foi revelada a presenga de ésteres de glicerila; fenilpropanéides,
terpendides; e derivados de 4cidos graxos. Os ésteres de glicerila foram encontrados
principalmente como diacilgliceréis e triacilgliceréis nos quais o glicerol estava esterificado com
um ou dois resfduos de acido acético e um 4cido graxo, sendo suas identifica¢Ges sugeridas com
base nas andlises de CG/EM e RMN do dleo, e por comparagiio com 3 compostos sintetizados a
partir do D-manitol, &cido dleico ¢ &cido acético. Finalmente, nossos resultados fornecem
evidéncias quimicas que sugerem que a polinizacéo destas espécies de Oncidium nio estdio
baseadas num mecanismo de atragfo-engano dos visitantes florais, mas na recompensa com dleos
florais. Este é o primeiro relato sobre a composi¢éo quimica destes 6leos florais em espécies de
Orchidaceae.
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Abstract

The Chemical Contribution on StI_J.dy of Orchidaceae and its Pollinators

Mariza Gomes Reis
Prof. Anita Jocelyne Marsaioli

The investigation of the Orchidaceae pollination is the aim of this work. At first the floral
fragrance of five species were studied: Stanhopea lietzeii, Stanhopea insignis, Polystachya
estrellensis, Psilochilus modestus and Epidendrum secundum. The fragrances of these species are
mixtures of monoterpenoids, sesquiterpenoids, and aromatic compounds and fatty acids
derivatives. These work’s results show a significant difference between the floral fragrance
composition of flowers pollinated by bees and by butterflies. The second part of this work is
focused on floral rewards, in this case, floral oils produced in the elaiophers glands, offered by
orchidaceae flowers. Floral oils of six Oncidium species and three species of Gomesa genus were
studied. The Oncidium species are: O. pubes, O. truncatum, O. hookeri, O. enderianum, and O.
varicosum. The Gomesa species are: G. crispa, G. recurva and Gomesa sp. The composition of
these oils presents glyceril esters, phenylpropanoids, terpenoids and fatty acid derivatives. The
glyceril esters were found as di and triacilglycerols where the glycerol was esterified by one or
two acetic acid residues and one fatty acid residue. The identification of these compounds is
suggested by the GC/MS and NMR analysis and by comparing the oils data and three synthetic
compounds data. These synthetic compounds were produced by using as starting products the D-
manitol, oleic acid and acetic acid. This work presents chemical evidences, which suggest that
species pollination is not based on attraction-deception system but based on floral rewards. This

is the first study on chemical compoSition of floral oils of these Orchidaceae species.
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Notas:
sComposto com numeragdo de 1 a 11 sio compostos sintéticos
*Compostos com numeragéo de 20 a 49 foram identificados nas fragrincias florais da
primeira parte deste trabalho.
+Compostos com numeragéo acima 50 foram identificados nos 6leos florais e fragrincias

florais da segunda parte deste trabalho
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INTRODUGAO

1. INTRODUGCAO

1.1 Comunicacdo quimica

Organismos como plantas, insetos, animais e microorganismos sio capazes de liberar
substdncias que sdo usadas na comunicagio intraespecifica ¢ interespecifica no mesmo ou em
diferentes niveis tréficos. Estas bioméleculas sdo chamadas de semioguimicos, onde semio em
grego significa sinais, portanto semioquimico é sinénimo de substincias de sinalizagio (Mori,
1998).

| Os semioquimicos, que sdo biossintetizados pelo organismo emissor, tem sido

classificado de acordo com o modo de agdio: agfo intraespecifica — ferdmonios, e agdo

interespecifica — aleloguimicos — subgrupos: kairoménios, aloménios e sinomémios. Os

feroménios sdo biomoéleculas mediadoras de interagdes entre organismos da mesma espécie.
Substéncias exaladas pela fémea de borboletas para atrair o macho, sdo feromdnios sexuais
(Karlson & Liischer, 1959), substincias exaladas por bactérias para organizagdo das células na
colonia sdo feroménios de agregaglio (Morikawa, e al, 1998). Os aleloquimicos sdo
‘bioméleculas que mediam interagdes entre organismos de diferentes espécies. Substncias
produzidas por um organismo que, em contato com organismo de outra espécie, provocam nesta
respostas fisiolégicas ou comportamentais que beneficiam o organismo emissor, mas nio o
organismo receptor, sdo chamadas de aloménios (bioméleculas exaladas pelo predador que
atraem a presa). Substéncias produzidas por um organismo que, em contato com organismo de
outra espécie, provocam nesta espécie respostas fisiologicas ou comportamentais que beneficiam
O organismo receptor, mas nio O organismo emissor, sio chamadas de kairoménios
(biomoleculas exaladas pela presa que atraem o predador). Substincias produzidas por um
organismo que em contato com organismo de outra espécie provocam nesta espécie respostas
fisiolégicas ou comportamentais que beneficiam o organismo emissor e o organismo receptor,
sdo chamadas de sinomdnios (biomoéleculas exaladas por uma flor e atrai o inseto polinizador)
(Dicke & Sabelis, 1988, Oldhain & boland, 1996).
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Uma mesma biomélecula, ou uma mesma mistura de biomoéleculas, pode atuar como
feroménio, kairomoénio, aloménio ou sinoménio, dependendo dos organismos e do tipo de
interagéio que esta biomolécula media. Por exemplo: Os feroménios sexuais de algumas pragas do
género Matsucoccus que atacam florestas de pinheiros na Europa, além de atrafrem as fémeas de
sua espécie, atraem também o seu predador, Elatophilus hebraicus, tendo, portanto neste wltimo
caso, a fungfio de um kairoménio (Mori, 2000).

O estudo das biomoléculas envolvidas nas interagdes entre organismos aproxima duas
areas de estudo distintas: a quimica e a biologia, numa 4rea denominada - Ecologia Quimica.

1.2 Polinizacido

Dentre as interagdes ecol6gicas tréficas e ndo tréficas mediadas por semioquimicos, a
polinizagio de flores por insetos é uma das mais importantes nas Angiospermas. Esta associagio
costuma ser inteiramente mutualistica, ou seja, na maioria dos casos, ambos sgo beneficiados. Na
maioria das espécies de plantas, a reproducdio sexuada ¢ facilitada pela interag#o entre os 6rgdos
reprodutores das Angiospermas, a flor, e o inseto ou animal polinizador que transfere o pélen ou
a polinia de um&]or para outra. Os polinizadores sdo geralmente atraidos pela combinagdo de
cores ¢ fragrancias da flor, associadas a algum tipo de recompensa alimentar (néctar, pélen e
lipidios) ou n#io alimentar (resinas e fragrancias) (Dobson, 1994). Dentre estas recompensas o
néctar e o pélen, so mais comuns, e por isso, mais investigados (Buchmann, 1987).

A fragrincia é muitas vezes o fator dominante da atrag@o, particularmente em flores
polinizadas por mariposas, que sio visitadas a noite. Vérias espécies de abelhas e moscas que
polinizam Orchidaceae dependem da fragréncia para reforar o estimulo visual da coloragdo
floral (Dodson, 1969). As espécies do género Ophrys (Orchidaceae), que mimetizam os
compostos volateis emitidos pela fémeas de espécies de abelhas do género Andrena. Substancias
como o linalol, o cintronelol, o cintronelal, o geraniol e (E,E)-farnesol, foram identificados tanto
* na fragrincia de Ophrys quanto na secrecdo da abelha fémea. Esse mimetismo quimico auxilia a
reproducio destas espécies. Os machos destas abelhas sdo atraidos e realizam uma
pseudocopulagio, ¢ assim, pohmzam as flores destas orquideas (Harborne, 1989). Estudos
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realizados com Rosa rugosa mostrou que existem aromas especificos para as pétalas da flor e
para o pélen (Harborne, 1989), o que deve ser importante para atrair abelhas coletoras de pélen.

O néctar floral tem como unica fungdio nas Angiospermas servir de recompensa aos
visitantes, sendo importante para muitos polinizadores, especialmente para aqueles que nfo
obtém alimentos de outra forma (ex. borboletas). Na maioria dos nectérios examinados, o néctar
consiste basicamente de uma solugio de agticares (Harborne, 1992).

Para a planta o pélen ¢ importante por carregar os gametéfitos masculinos. Para os
visitantes florais, o polén € uma fonte de alimento, principalmente para abelhas e besouros. O
polen € rico nutricionalmente, contendo em geral entre 16 e 30% de proteinas, 1 e 7% de amido,
0 e 15% de agucares livres, 3 e 10% de gorduras além de diversas vitaminas e sais inorgénicos
como componentes minoritarios (Harborne, 1992).

As flores podem exibir caracteristicas complexas, que sio interpretadas como o resultado
de adaptacbes ao comportamento e as caracteristicas do polinizador. Estas adaptagdes florais sdo
chamadas de sindrome floral (Pijl & Dodson, 1969). Uma nova 4rea da pesquisa em ecologia de
polinizacdo surgiu quando Vogel (1969) descreveu uma sindrome floral até entdo desconhecida,
caracterizada pela presen¢a de um 6rg#o floral secretor de 6leo. Essa estrutura secretora foi
denominada elaiéforo, e estd presente em varias familias (Iridaceae, KIamer;accae,
Malpighiaceae, Orchidaceae e Scrophulariaceae). Muitas destas flores oleiferas sdo visitadas e
polinizadas por abelhas coletoras de dleo. Vogel (1974) foi pioneiro ao investigar a composicéo
quimica destes 6leos através da cromatografia em camada delgada, realizando um estudo
espectroscopico da composigéo quimica do 6leo de Calceolaria pavonii (Scrophulariaceae). Ele
identificou os constituintes por RMN de 'H e EM, onde observou a presenca de
monoacilgliceréis e diacilglicerdis, nos quais uma das cadeias laterais é derivada de um 4cido de
cadeja longa substituido na posig8o 3 por grupos'como hidroxila, metoxila, acetoxila ou metila.

Algumas espécies de Clusia (Guttiferae) produzem resinas florais, que sgo coletadas por
abelhas e utilizadas na constru¢fo de seus ninhos. Estas resinas sio constituidas de benzofenonas,
que tem propriedades bacteri;:idas e fungicidas (Oliveira, ef al., 1999).

As espécies da subtribo Stanhopeinae (Orchidaceae) sio conhecidas por apresentar um
sistema de polinizagfio incomum. Machos de abelhas da subtribo Euglossinae coletam dleos
essenciais destas flores, e neste processo, as polinizam (Curry ef al., 1991). Este fenémeno tem

atraido a atencdo de botdnicos os quais tem formulado varias hipoteses para explicar este
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comportamento. Foi sugerido que o macho Euglossinae poderiam utilizar estes éleos para a atrair
as fémeas de sua espécie, mas nfo ha nenhum estudo conclusivo a esse respeito.

Muitas das variagSes florais em espécies de Orchidaceae resultam de rearranjos
morfolégicos necessérios para acomodar as caracteristicas fisicas de diversos organismos
polinizadores. Embora vérios insetos e animais polinizadores em potencial possam ser atraidos
para a flor, a morfologia floral dificulta a polinizagio por insetos nio especificos (Dodson, 1969).
A especializagiio de espécies de plantas em relagdo a grupos especificos de polinizadores reduz o
nimero de espécies de polinizadores e aumenta a eficiéncia na transferéncia de pélen entre
individuos, reduzindo assim, o custo energético de uma fecundagiio bem sucedida. (Tremblay,
1992).

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de Angiospermas, possuindo cerca de 20.000
espécies amplamente distribuidas (Dressler, 1993), apresentando sua maior diversidade nos
trépicos, especialmente em regides montanhosas. No Brasil, apresenta ampla distribui¢io na
regiio Sudeste, onde estudos com relagio 4 sua biologia reprodutiva ¢ biologia floral sdo
escassos, tornando necessario a realizago de trabalhos que esclaregam os diversos mecanismos
de reprodugfo existentes nesta familia.

Dentro deste contexto, objetivo do presente trabalho é o de contribuir para a maior
compreensdo dos mecanismos de polinizagio de algumas espécies de Orchidaceae da regifio
sudeste do Brasil elucidando a composicao qm’micé de atrativos e de recompensas florais em
espécies de Orchidaceae, e foi desenvolvido em colaborago com a equipe da Profa. Maria do
Carmo E. Amaral do Instituto de Biologia desta Universidade.

Primeiramente foi feita a caracterizagdo dos compostos florais volateis emitidos por cinco
espécies de Orchidaceae nativas da regifio sudeste do Brasil: Stanhopea lietzeii, Stanhopea
insignis, Polystachya estrellensis, Psilochilus modestus e Epidendrum secundum, ¢ a sua
importéncia na atragio de seus polinizadores.

A composi¢do quimica das recompensas florais do géneros Oncidium e Gomesa

(Orchidaceae), foram alvo de estudo na segunda etapa do presente trabalho.



LOBJETIVOS




OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

Como abordado na introdugéio, a intera¢des entre plantas e insetos constituem uma das
relagbes complexas e importantes da natureza. O presente estudo tem como objetivos a
elucidagio da composi¢do quimica de atrativos e recompensas florais em espécies de
Orchidaceae, através do estudo de fragréncias e 6leos produzidos por estas flores.

Principais objetivos:

Estudar a composigdo quimica de fragrancias florais das espécies: Stanhopea insignis,
Stanhopea lietzeii, Epidendrum secundum, Polystachya estrellensis e Psilochilus modestus .

Estudar a composi¢do quimica dos 6leos coletados das estrutura florais, elaiéforos, de seis
espécies do género de Oncidium: O. pubes, O. trucatum, O. hookeri, O. varicosum e O.

praetextum, e trés espécies do género Gomesa: G. crispa, G. recurva € Gomesa sp.
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FRAGRANCIAS FLORAIS

1.1 INTRODUGCAO

I.1.1 Fragrincia & Polinizagdo

A adaptacdo entre plantas e seus polinizadores é o resultado de continuos processos
co-evolutivos. Virias fragrincias florais séo formadas por misturas complexas contendo
diversas classes de compostos quimicos. A fragrincia floral pode ser um sinal de
recompensa para o polinizador, como fonte alimentar. As vezes a prépria fragrncia floral é
a recompensa para os visitantes (ver abaixo). Outras vezes, a fragrancia floral pode apenas
mimetizar sinais de recompensa, ou copiar estruturas de feroménio de insetos (Knudsen,
1993), de modo que a polinizagdo ocorre nestes casos por engano dos visitantes
(polinizag&@io por engano).

| Os insetos apresentam um alto nivel sensitivo para perceber fragriancias florais. O
limiar olfativo da mosca de fruta oriental Dacus dorsalis (Terphritidae) por metil eugenol,
um componente da fragrincia de flores que atraem esta mosca, chega a 0.01ug. Este
composto pode atrair estas pequenas moscas a uma distincia de aproximadamente 800 m
(Dodson, 1994).

Abelhas Euglossinis sdo de distribui¢do exclusivamente neotropicais. Os machos
dessas abelhas s#o atraidos por iscas de compostos volateis, que podem ocorrer nas flores
de Orquideas por elas polinizadas, a uma distdncia de aproximadamente 1 km. Estima-se
que cerca de 650 espécies de Orquideas sejam polinizadas por estas abethas (Ackerman,
1989). A relacfio entre abelhas euglossinis e orquideas € altamente especifica, as flores de
uma espécie atraem apenas uma ou poucas espécies, mesmo que no habitat ocorram
dezenas de espécies de euglossini. Tal especificidade é um importante mecanismo de
isolamento reprodutivo entre espécies interférteis de orquideas simpétricas (Williams &
Whitten, 1983).

Estimulos olfatérios também tém um papel importante para guiar abelhas
forrageiras. Pélen ¢ um alimento essencial para muitas espécies de abelhas, e a quimica
especifica dos volateis cbntidos no pélen pode ter influéncia decisiva na selegéo do pélen
por abelhas oligoléticas (especialistas em visitar flores de poucas espécies), ou poliléticas

(generalistas), incluindo abelhas meliferas (Dobson, 1987). Um estudo comparativo entre a
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fragréncia do pélen e a fragrincia de partes da flor mostram que a fragrancia do pélen é
quimicamente distinta de outras partes da flor (Dobson, 1996, 2000).

Um exemplo impressionante de co-evolugdo entre flores e seus polinizadores sdo as
flores polinizadas por mariposas, que possuem fragrincia noturna. A Orquidea Angraecum
sesquepedale polinizada a noite pela mariposa Xanthopan morgani, ndo apresenta
fragréncia durante o dia, mas a noite exala um forte perfume, que cessa a0 amanhecer.
Flores polinizadas por mariposas, sdo especialmente comuns em espécies de Orchidaceae
africanas (Kaiser, 1993).

Estudos que evidenciem o uso do olfato por borboletas na localizagso e selecdo de
flores sdo escassos. A atrag#io visual parece ser de grande importancia para as borboletas,
mas a fragrincia floral pode ser decisiva na discriminagdo da flor a ser visitada. Flores de
certas espé_cies, incluindo Compositae e Orchidaceae, sio a maior fonte de alcaldides
pirrolizidinicos coletados por algumas borboletas (subfamilia Ithomiinae e Danainae) e
mariposas (Arctiidae e Ctenuchidae). Os alcaléides sdo usados para a defesa pelos machos
e fémeas. A atragfio destes Lepidépteros por flores contendo alcaléides, ¢ baseada

primeiramente no olfato (Dobson, 1994).

1.1.2 Introdugéo aos Caminhos Biossintéticos de Compostos
Presentes nas Fragrincias

1.1.2.1 Compostos aromaticos

O écido chiquimico origina os amino-4cidos arométicos (fenilalanina e tirosina). A
aménia-liase fenilalanina (PAL) remove a aménia da fenilalanina, produzindo o &cido
trans-cinimico. Esta enzima marca o estado de transi¢do do metabélito primario da planta
para o secundario (¢ similar a agdo da liase, na tirosina levando ao 4cido p-coumdrico). O
acido cinamico n#o € um odorifero importante, mas € um precussor importante de muitos

outros metabélitos aromdticos incluindo aldeidos, dlcoois, lactonas e ésteres.
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A degradagdio da cadeia-lateral de vérios substituintes cinamatos por remogéo de um
carbono (o-oxidagfio) ou dois carbonos (B-oxidagdio) leva respectivamente aos &cido

fenilacético ou benzéico (Croteau & Karp, 1994, Figura 1).

Acido chiquimico

|

. NE
CH;—CH—-COOH

fenilalanina

H COH (PAL)

HyCO \ [ @—CHZ—OOCCH;s

vanilina acetato de benzila

CH,=CH-COOH
(pomen-coon _
/ CHr—OH

icido cindmico
HO—QCHZ—CH: CH, \ dlcool de benzilico
H3zCO  eugenol H3CO CHy—CH=CH,
H3CO metilengenol

Figura 1. Rota biossintética dos derivados arométicos {(Croteau & Karp, 1994)

1.1.2.2 Monoterpenéides

Os monoterpenéides, construidos de duas unidades de isopreno, sdo derivados do
acido mevaldnico. Neste caminho biossintético, a enzima sintase de pirofostato de geranila
media a condensagdo do pirofosfato de dimetilalila com o pirofosfato de isopentila para

formar o pirofosfato de geranila, precursor dos monoterpenéides.

15



FRAGRANCIAS FLORAIS

Muitos monoterpendides sdo ciclicos. A enzima ciclase de monoterpendides catalisa
as isomerizagSes milltiplas e a ciclizagsio do pirofosfato de geranila, para formar os vérios
tipos estruturais de monoterpenéides (Croteau & Karp, 1994, Figura 2).

PP |
P
OU\ ) /l\/_op P S ” =
= —_—
pirofosfato pirofosfato | '
de dimetilalila  de isopentenila

pirofosfato geraniol
de geranila
OPP OH
- —_—
| I )
mirceno pirofosfato linalo}

l

Céinfora

Figura 2. Rota biossintética dos derivados monoterpendides (Croteau & Karp, 1994)

1.1.2.3 Sesquiterpendides

Os sesquitependides (C)s) contém uma unidade a mais de isopreno que o0s

monoterpendides, ¢ apresentam-se sob aproximadamente 200 tipos diferentes de
esqueletos.
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O pirofosfato de trans,trans-famesila é considerado o precursor dos
~ sesquiterpendides, sendo derivado da adi¢80o de um unidade de isopreno ao pirofosfato de
* geranila via transferase de prenila. O farnesol é obtido pela hidrélise enzimética deste
| precusor. A ciclizagio na série sesquiterpenédica é iniciada pela ionizagio de um
pirofosfato de alila, e envolve o ataque eletrofilico do centro catiénico a uma ligagéo dupla
do precusor (Croteau & Karp, 1994, Figura 3).

pirofosfato pirofosfato de
de geranila isopentila

|

X pS X
-— —_—
= Z
H OPP

farnesol pirofosﬁ.ato de cariofileno
farnesila
o J0
nerolidol pirofosfato de
nerolidila

LN e
A

B-bergamoteno
e a-bisabolol

Figura 3. Rota biossintética dos derivados sesquiterpenéides (Croteau & Karp, 1994)
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I.1.3 Considera¢des sobre a espécies Stanhopea lietzeii,
Stanhopea insignis, Polystachya estrellensis, Psilochilus
modestus e Epidendrum secundum

L1.3.1 Stanhopea Frost ex Hooker

O género Stanhopea possui aproximadamente 50 espécies, e pertence 4 subtribo
Stanhopeinae (Orchidaceae). Suas flores tém vida curta, durando de um a trés dias. Todas
as espécies desta subtribo apresentam um sistema de polinizagdo incomum, pois machos de
abethas euglossini sdo atraidos para coletar a fragrancia floral produzida nos osméforos das
flores destas Orchidaceae (Curry et al, 1991). As espécies Stanhopea anfracta, S. annulata,
S. candida, S. cirrhata, S. cornnata, S. costaricensis, S. ecornuta, S. embreei, S. florida, S
gibbosa, S. grandiflora, S. graveolens, §. guttulata, S. impressa, S. aff. impressa, S.
Jenichiana, S. oculata, S. panamensis, S. pulla, S. reichenbachiana, S, ruckeri, S. saccata,
S. tigrina, S. tricornis ¢ S. wardi foram estudadas quanto & composi¢do quimica de suas
fragrancias florais, tendo sido identificados como constituintes principais, compostos
aromaticos e monoterpenéides (Williams & Whitten, 1983, Knudsen, et al., 1993, Kaiser,
1993).

No presente trabalho, foram estudadas as fragrincias florais de duas espécies do

género Stanhopea: S. lietzeii e S. insignis, nativas da regido sudeste do Brasil.

L1.3.1.1 Stanhopea lietzeii

Habitat - Stanhopea lietzeii ¢ encontrada em matas semideciduas’ do interior do estado de
S&o Paulo (Serra do Japi - Atibaia), onde ocorrem vérios individuos agrupados ao

longo dos pareddes rochosos.

Caracteristicas boténicas - Apresenta pseudobulbos cénicos que medem aproximadamente 5
cm de comprimento. Cada pseudobulbo apresenta apenas uma folha eliptico-
lanceolada. As inflorescéncias séio laterais ¢ pendentes, podendo produzir até 4 flores

por inflorescéncia. As flores medem aproximadamente 10 c¢m de comprimento e

! Florestas semideciduas — S#o florestas constituidas tanto de drvores que perdem todas as folhas no outono e
de arvores que nfo perdem todas as folhas nesta época.
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apresentam coloragfio que se estende do branco ao laranja. As flores apresentam forte
fragréncia, que pode ser percebida no momento emque a flor se abre, tornando-se mais
intensa a partir de, aproximadamente, 09:30h e principalmente  entre,
aproximadamente, 11:00 e 14:30, quando os raios de sol atingem as flores,
intensificando assim o odor da flor. A flor permanece perfumada durante os trés dias

€m que permanece aberta.

L1.3.1.2 Stanhopea insignis

Habitat - Stanhopea insignis pode ser encontrada como epifita’ na planicie litordnea
(Pinciguaba), em drvores préximas a regides alagadas, em ambiente de alta umidade
relativa.

Caracteristicas boténicas - Seus pseudobulbos sdo cénicos. Cada pseudobulbo apresenta

uma folha lanceolada. A inflorescéncia lateral é péndula e pode conter até 4 flores,
sendo mais comum encontrar individuos com 2 a 3 flores por inflorescéncia. As flores
medem cerca de 11 cm de comprimento e apresentam coloragdo branca com
pontuagdes vindceas até creme com grandes manchas vindceas. As flores abrem ao
amanhecer e permanecem abertas por trés dias. A fragrincia destas flores néio foi

percebida, sendo por isto classificado como fraca.

1.1.3.2 Polystachya Hook.

O género Polystachya incorpora cerca de 200 espécies. As espécies Poslystachya
campyloglossa, P. cultriformis, P. fallax e P. mazumbaiensis, todas nativas do continente
africano, foram estudadas quanto 4 composi¢do quimica de sua fragrincia, sendo observado
neste estudo que estas espécies apresentam composi¢do da fragrancia bastante diversificada
(Kaiser, 1993).

No presente estudo foi investigada a composi¢do da fragrincia floral de Polystachya

estrellensis.
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1.1.3.2.1 Polystachya estrellensis

Habitat - Polystachya estrellensis é encontrada como epifita® ou raramente rupicola® em
matas semideciduas do interior do Estado de S3o Paulo, e exclusivamente como epifita
em matas da planicie litorinea, em Pinciguaba.

Caracteristicas boténicas - Os pseudobulbos sfo cénicos com 2 a 4 folhas eliptico-

lanceoladas. Suas flores s&o verde-escuras ou verde-amareladas e medem
aproximadamente 5 mm. As pétalas sfo linear-lanceoladas. O labelo apresenta aspecto

pulverulento, que ¢ devido & presenca de pseudopélen.

1.1.3.3 Psilochilus Barb. Rodr

O género Psilochilus possui duas espécies terrestres encontradas principalmente nas
florestas midas da Mata Atlantica do sudeste do Brasil (Miller et al., 1996). Nao foi
encontrado na literatura nenhum estudo quimico de espécies deste género.

No presente estudo foi invetigada a composicdo da fragrincia floral da espécie

Psilochilus modestus.

1.1.3.3 Psilochilus modestus

Habitat - Psilochilus modestus pode ser encontrada como terrestre, desenvolvendo-se entre
a serrapilheira no interior da mata, tanto em matas semideciduas do interior do Estado
de S#o Paulo como na planicie litordnea de Pincinguaba e Ilha do Cardoso. _

Caracteristicas botanicas - As plantas de Psilochilus modestus podem ser encontradas como

terrestres, ¢ medem até 54 cm de altura. As folhas sdo elipticos-lanceoladas. Suas
sépalas séo branco-esverdeadas e medem aproximadamente 2 cm de comprimento por
5 mm de largura. As pétalas s#o espatuladas, branco-hialinas com extremidades réseas.
O labelo mede aproximadamente 2 ¢cm de comprimento, apresenta coloracdo branca,
com extremidades réseas, no centro apresenta faixas amareladas que atuam como guias

de néctar. A flor da espécie Psilochilus modestus tem vida curta, durando apenas |1 dia.

? Plantas que vivem sobre drvores ou outras plantas, sem parasité-las.
? Plantas que vivem sobre pedras.
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L.1.3.4 Epidendrum L.

O género Epidendrum L. inclui aproximadamente 1000 espécies distribuidas entre a
América tropical, Flérida e norte da Argentina. As espécies de Epidendrum podem ser
polinizadas por mariposas, borboleta e passaros. Particularmente as espécies polinizadas
por mariposas apresentam um forte perfume & noite, em contraste com as espécies que sio
visitadas por borboletas, que comumente apresentam um perfume fraco para percepgio
humana. Existem estudos sobre a composigio quimica das fragrincias das espécies
Epidendrum ciliare, E. nocturnum, E. lacertinum (Kaiser, 1993) ¢ E. aromaticum (Hirose,
et al., 1999). Foi sugerida a presenga de alcaléides pirrolizidinicos em flores da espécie E.
paniculatum devido as espécies borboletas que as visitam e polinizam (DeVries & Stiles,
1989). Essa sugestdo, no entanto, néio foi confirmada. Vérias espécies de Epidendrum
foram investigadas quanto 4 presenga de alcaléides, através de cromatografia de camada
delgada utilizando-se vérios reagentes, inclusive a espécie E. floribundum (considerada
hoje uma sinénima de E. paniculatum), ndo sendo observados alcal6ides nesta espécie
(Lining, 1964).

No presente trabalho foi estudado a composigio da fragrancia floral da espécie

Epidendrum secundum.

1.1.3.4.1 Epidendrum secundum

Habitat - Epidendrum secundum é encontrada como terrestre ou rupicula’ em areas abertas
de matas semidecfduas do interior do Estado de S&o Paulo, ou raramente como epifita
no dossel da mata na planicie litordnea em Pinciguaba.

Caracteristicas botdnicas - O tamanho das plantas pode variar entre 30 e 200 cm,

dependendo do ambiente onde se encontram. O caule ¢ cilindrico, ereto ou pendente,
com numerosas folhas coridceas dispostas alternadamente ao longo do caule. As folhas
sdo eliptico-lanceoladas. A inflorescéncia terminal unica é elevada por um pedunculo.

As flores apresentam geralmente coloragio rosea.
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Resultados e Discussio

1.2.1 Otimizaciio do método de extragio da fragrincia _

' Uma das etapas mais importante deste esfudo foi a otimizacfio do método de
extragdo das fragrincias. O primeiro método testado foi o de injegfo de sélidos (Silva et.al.
1999). Este método consiste na utilizagio de um aparelho de injegfio de sélidos (Figura 4),
onde € inserido um pequeno pedago flor, preferencialmente a parte de flor que contém os
osméforos que sdo glindulas produtoras de fragrincia. Em seguida este equipamento,
contendo a parte da flor, € introduzido no injetor do cromatégrafo. A fragrincia é liberada e
detectada pelo sistema do cromatografo. Utilizando esta metodologia de extragdo, foi
verificado na andlise uma abundancia de 4cidos graxos, que provavelmente fazem parte da

composi¢do da cuticula da flor, mascarando a presenca de compostos vol4teis.

Figura 4. Equipamento para inje¢io de s6lidos

Outro método também testado foi o headspace estético, utilizando microextraggo

em fase sélida (Figura 5). Esta metodologia vem sendo usada ultimamente para extragio e
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pré-concentracio de amostras para analise por cromatografia gasosa (Pawliszyn, 1997).
Com este sistema, nfio foi obtido sucesso na pré-concentragfio das amostras analisadas, pois
ndo foram observados sinais acima do ruido do aparelho. Outra desvantagem desta
metodologia ¢ a modificagio necesséria no injetor do cromatégrafo a gés, ocasionando

assim um longo tempo de anilise. L

7
e

Banho 40°C

Figura 5. Headspace estatico - microextragio em fase sélida

Finalmente, foi testada a coleta de volateis por headspace dindmico (Figura 6)
utilizando como adsorvente o polimero Porapak-Q (Raguso & Pellmyr, 1998, Kaiser,1993),
tubo de vidro (do tamanho aproximado da flor) com uma abertura para inserir a flor & outra
oposta para conectar o trap contendo porapak-Q (30-60mg). O ar contendo a fragrincia da
flor foi arrastado a um fluxo de 500mL/min, com ¢ auxilio de uma bomba. O processo de
dessorgdo dos voldteis foi realizado utilizando pequena quantidade de diclorometano
(aproximadamente 1,5mL), para evitar a dilui¢do da pequena quantidade de voléteis obtida.

A remog8io do solvente foi realizada empregando um leve fluxo de nitrogénio ou argénio.
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Um dos problemas desta técnica € a contaminagfio da amostra pelo o ar do ambiente onde
foi realizada a andlise, a fim de contomnar este problema, foi realizado simultaneamente a
andlise dos voldteis e do ar do ambiente, que serviu como branco, para detectar possiveis
interferentes na amostra, vindos do ambiente. Esta técnica mostrou-se \reprodutiva e de facil
manuseio, por isto, foi escolhida para coleta das fragrancias florais. A seguir o extrato foi
analisado por CG/EM, ‘sendo a identificagio de seus constifhintes realizada a partir do
espectro de massas obtido em comparagiio com espectros da biblioteca Wiley, indice de
retengio e coinjegéo de padrdes (as estruturas das substancias identificadas se encontram no

Apéndice 1, pagina 36).

. Porapak-Q

Fechado com papel

aluminio para

concentrar a

fragrancia dentro do

frasco, deixando

apenas uma pequena

abertura para Branco
entrada de ar

- Figura 6. Sistema de Headspace dinimico, utilizando o polimero Porapak-Q
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Figura 7. A — Stanhopea lietzeii com a abelha Euglossa sp.; B — Stanhopea insignis com a
abelha Eufriesea purpurata; C — Epidendrum secundum com a borboleta Hesperiidae; D —
Polystachya estrellensis com a abelha Plebeia droryana; E — Psilochilus modestus com a
abelha 7rigona spinipes.




- FRAGRANCIAS FLORAIS

1.2.2 Stanhopea lietzeii

Polinizac¢do e Fragrincia _

As flores de Stanhopea lietzeii oferecem como recompensa, aos visitantes florais, :
6leos essenciais. Esses 6leos sdo coletados ativamente pelos visitantes, que sio machos de |
abelhas euglossini. O polinizador orienta-se na mata pela forte fragrincia (Pansarin, 2000).
Foi identificada a maioria dos constituintes da fragrancia floral desta espécie cerca de 98%
(Tabela 1). A fragrincia (cromatograma 1) é de baixa complexidade, apresentando
aproximadamente 9 substincias, sendo os compostos mais abundantes originados da rota da
biossintética do 4cido chiquimico, substincias aromdticas como alcool benzilico (20),
benzoato de metila (22), benzoato de etila (25) e benzoato de benzila (28), e, em menor
abundéncia, foram detectados compostos que seguem a rota do 4cido mevaldnico,
monoterpenos oxigenados como o linalol (23) e a cdnfora (24). Somente um composto
nitrogenado, o indol (26), foi detectado nesta fragrincia. Os constituintes majoritarios desta
fragrancia sfio o benzoato de benzila (28) e o indol (26). Os compostos detectados em S.
lietzeii ja foram identificados na fragrincia floral de vérias espécies de Orchidaceae, ¢
outras familias (Knudsen et a/, 1993), sendo o composto benzoato de benzila (28)
majoritario na fragrincia de vérias espécies do género Stanhopea (Williamé ‘& Whitten,
1983).

A espécie S. lietzeii apresentou Euglossa cordata, Euglosa annectans e Eufriesea
aff. pulchra como visitantes florais, sendo Eufriesea aff. pulchra o inico polinizador para a
espécie (Pansarim, 2000, Figura 7).

Algumas substdncias identificadas em §. [lietzeii, quando administradas
- isoladamente como isca no campo, atrairam alguns tipos de abelhas euglossini no Panama.
Por exemplo, benzoato de benzila (28) que atrai Eufrisea ornata, Euglossa hemichlora,
Fuglossa cyanaspis e Exaerete smaragdina; o benzoato de metila (22) atrai a Euglossa
crassipunctata, a Eulaema bombiformis, Eufriesea aff. pulchra e também FExaerete
smaragdina (Ackerman, 1989). O linalol (23) e o benzoato de metila (22), presentes na
fragrincia floral de S lietzeii, atrafram Eufriesea aff. pulchra no Panami, enquanto o
benzoato de benzila nfio foi atrativo (Ackerman, 1989). No entanto, nfio é possivel afirmar
que os compostos linalol ¢ benzoato de metila sejam os responsaveis por tal especificidade

no presente trabalho, j4 que & conhecida a mudanga de preferéncia dos machos de
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- Euglossini por determinados compostos ao longo do ano, ou em diferente regibes
geograficas (Peruquetti ef al,, 1999). Por isto, estudos adicionais de campo com substancias
constituintes desta fragrancia, administrados isoladamente ou em diferentes proporgdes,
devem ser realizados no ambiente e proximo ac periodo de floragdo da espécie S. lietzeii,
Somente uma investigacdo no campo permitird concluir-se qual a substincia ou
combinagio de substincias deve ser responsavel por tal especificidade neste ambiente, uma

VeZ que a maioria dos constituintes desta fragrancia é conhecida.

Tab. 1- Composi¢io quimica do fragrincia floral de Stanhopea lietzeii

____Substdncia iR, IRy Abundéncia relativa(%) Método de identificacdo
Alcool benzilico (20) 1032 1032 t IR, EM, CP
Trans-6xido de linalol (21) | 1083 1088 t IR, EM
Benzoato de metila (22) 1091 1091 t IR, EM
Linalol (23) 1097 1098 4.0 IR, EM, CP
Cénfora (24) #1140 1143 t IR, EM, CP
Benzoato de etila (25) 1170 1170 t IR, EM
Iﬁdol (26) 1295 1288 44.8 IR, EM, CP
Geranil acetona (27) 1449 1453 0.4 IR, EM
Benzoato de benzila (28) 1769 1762 494 IR, EM
Identificados - - 98.6 -

IR,-Indice de Retengio calculado (Van den Dool, 1963); IR,-Indice de Retengao da literatura (Adams, 1995);
EM- Espectro de Massas; IR - indice de retengdo; CP- Coinjegdo de Padrdo; t— trago; # Valor estimado a partir da
equaciio da reta

1.2.3 Stanhopea insignis

Poliniza¢éio e Fragrincia
Foram detectadas na fragrancia de Stanhopea insignis 5 substancias e identificadas

como sendo o sendo 4lcool benzilico (20). o acetato de benzila (30), 0 «-cubebeno (31,
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benzaldeido (29) e o nonanal. 97 % desta fragrincia ¢ composta por um simples
componente que € o dlcool benzilico, os outros quatro componentes detectados apresentam
abundédncia inferior a 2% (cromatograma 2). O nonanal foi detectado na andlise da
fragrancia e do branco, sendo por isso derivado do ar do ambiente da extracdio. As
substincias identificadas na fragrincia de S. insignis ja foram observadas na fragrancia de
outras espécies de flores polinizadas por machos de abelhas Euglossini, como por exempio
o alcéol benzilico (20), que é o componente majoritario também em Stanhopea impressa e
Catasetum expansu (Williams & Whitten, 1983).

As espécies de abelhas Euglossini, Eufriesea purpurata e Eulema cingulata, foram
visitantes florais, mas apenas Eufriesea purpurata foi o efetivo polinizador de S. insignis
(Figura 8).

A abelha Eulema cingulata ¢ atraida por Acetato de benzila (30) quando este fpi
administrado como isca de odor na Republica Guiana (Williams & Dodson, 1972) e no
Panamé (Ackerman, 1989). Um grande numero de individuos de Eulema cingulata também
sdo atraidos pela isca de acetato de benzila (30) na mata atlintica do sudeste do Brasil
(Peruquetti, et al., 1999).

Também no caso de S. insignis sdo necessarios outros estudos de campo para
determinar qual componente ou mistura de componentes seria responsavel pela atragdo da

abelha Eufriesea purpurata, polinizador da espécie, no ambiente do presente estudo.

Tab. 2 -Composi¢ciio quimica da fragriancia floral de Stanhopea insignis

Substéncia IR, IRy, Abunddncia relativa(%) Método de identificacdo
Benzaldeido (29) - 961 1,1 IR, EM
Alcool benzilico (20) | 1030 1032 97,5 IR, EM, CP
Acetato de benzila (30) | 1165 1163 0,5 IR, EM
o-Cubebeno (31) 1342 1351 t IR, EM
Identiﬁc.ados - - 99 -

IR,-Indice de Retencao calculado (Van den Dool, 1963); IR,-Indice de Retengéo da literatura (Adams, 1995);
EM- Espectro de Massas; IR — Indice de retenc8o; CP- Coinjegéio de Padréo; t — traco
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1.2.4 Polystachya estrellensis

Polinizadores e Fragrincias

Os componentes caracterizados na fragrancia de Polystachya estrellensis, (cerca de

‘ _ 98%) consistem dos monoterpenos: B-mirceno (32), frans-B-ocimeno (33), linalol (26) e

geranial (34); e dos sesquiterpenos: a-copaeno (35) e 8-cadineno (36). Os monoterpenos e

~ seus derivados oxigenados sfio responséveis por aproximadamente 85% da composigdo

total desta fragrancia (Tabela 3, Cromatograma 3).

Estas flores oferecem como recompensa pseudopolen, que é uma massa
pulverolenta produzida na superficie do labelo da flor, e é semelhante ao pélen (Pilj &
Dodson, 1966). Os himendpteros (abelhas) foram os polinizadores para esta espécie. A |
atividade dos polinizadores ocorreu durante todo o dia, e foi possivel observar espécies de
abelha Trigona spp. e Plebeia spp. visitando as flores. As abelhas Plebeia droryana,
Trigona spinipes e Tetragonisca angustula s&o as espécies mais freqiientes nas flores de P.
estrellensis. A abelha Trigona spinipes foi muito eficiente na polinizagio da espécie,
retirando a maioria dos polinérios das flores disponiveis no ambiente (Figura 9).

A andlise da composiclio da fragrincia de flores que oferecem pélen como
recompensa revela a presenca dos compostos geranial (34), linalol (35) e trans-p-ocimeno
(33) (Dobson, er al., 1987). Abelhas meliferas, Apis mellifera (Apidae), possuem glandulas
secretoras de ferdmonios que contém compostos isoprendides como o geranial (34), neral
Z, (E E)-farnesol, nerol, E-icido nerdlico e o E-icido gerdnico (Hick, ef al, 1999,
Harborne, 1989). Isso significa que estas abelhas sdo capazes de detectar estas moléculas
como mensageiros (semioquimico). Visto que P. estrellensis oferece pseudo-pdlen, cuja a
aparéncia é semelhante ao pdlen, como recompensa floral, e apresenta compostos em sua
fragrancia que estio presentes também em fragrincia de flores que oferecem pélen como
recompensa ¢ em secregSes de abelhas meliferas coletoras de pélen, isto sugere que as
substéncias presentes na fragrancia de P. estrellensis possam servir para atrair e/ou guiar

abelhas coletoras de pdlen.
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Tab. 3- Composi¢iio quimica do fragrincia floral de Polystachya estrellensis

Substéncia IR, IRy  Abundincia relativa(%) Método de identificagdo

B-Mirceno (32) #0958 0991 18,3 IR, EM
Trans-B-ocimeno (33) | 1030 1050 6.8 IR, EM

Linalol (23) 1047 1098 49,3 IR, EM, CP

Geranial (34) 1268 1270 11,1 IR, EM
a-~copaeno (35) 1368 1376 9.8 | IR, EM
8-Cadineno (36) 1516 1524 t IR, EM

Identificados - - 95,3 -

IR,-Indice de Retengio calculado (Van den Dool, 1963); IR,-Indice de Retengdo da literatura (Adams, 1995)
EM- Espectro de Massas; IR - indice de retenco; CP- Coinjegio de Padrdo, t — trago;
# Valor estimado a partir da equaglio da reta

1.2.5 Psilochilus modestus

Polinizaciio e fragrincia

Algumas espécies de abelhas foram responsaveis pela polinizagiio de P. modestus,
que oferece como recompensa tanto pélen quanto néctar. A preferéncia pela recompensa é
uma caracteristica de cada espécie de polinizador (predominando a preferéncia por pélen).
No entanto, pode ocorrer exploragiio de ambos os recursos por uma s6 espécie, como
acontece com uma espécie de Halictiidade (abelha), que coleta tanto pélen quanto néctar.
As abelhas que coletam pélen pertencem ao  género Plebeia: Plebeia droryana; e
Trigona:Trigona spinipes e Trigona sp. (Figura 10)

A fragréncia de Psilochilus modestus é constituida por substincias aromaticas e
isoprénicas (Tabela 4, Cromatograma 4). Os compostos aromaticos: dlcool benzilico e
tiglato de benzila, representam 46% desta fragrincia. Os compostos isoprendides s&o: 6-
metil-5-hepteno-2-ona (isoprenéide irregular), geranil acetona (monoterpeno oxigenado), y-
cadineno, a-ylangenc (sesquiterpenos) e o nerolidol (sesquiterpeno oxigenado). Como em
Polystachya estrellensis, certos compostos da fragrancia floral de Psilochilus modestus

estdo presentes em algumas fragréncias de flores que oferecem pélen, como a 6-metil-5-
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hepteno-2-ona encontrado na fragréncia de Papaver rhoeas e o o-ylangeno encontrado na
fragréncia de Lupinus polyphyllu (Dobson,et al., 1996). O alcool benzilico encontra-se na
fragrancia das flores de Rosa rugosa e o geranil acetona esta presente em grande

abundéncia na fragrdncia do polen de Rosa rugosa (Dobson, et al., 1987).

Tab. 4 -Composi¢iio quimica do fragrincia floral de Psilochilus modestus

Substdncia IRc IR;  Abundédncia relativa(%) Método de identificagdo
6-metil-5-hepteno-2-one (37)| # 980 - 5,7 . IR, EM
Alcool benzilico (20) #1026 1032 9.4 IR, EM, CP
a-Ylangeno (38) 1373 1372 3,0 IR, EM
Geranil acetona (27) 1447 1453 t IR, EM
Tiglato de benzila (39) 1498 1496 37,2 IR, EM
y-Cadineno (40) 1515 1513 54 IR, EM
E-Nerolidol 41) 1561 1564 11,0 IR, EM, CP
Identificados - - 71,6 :

IR,-Indice de Retengiio calculado (Van den Dool, 1963); IRy-Indice de Retengao da literatura (Adams, 1995);
EM- Espectro de Massas; IR ~ Indice de retengso; CP- Coinjegio de Padrdo; t - trago
# Valor estimado a partir da equacgo da reta

1.2.6 Epidendrum secundum
Polinizagiio e fragrincia

Os principais visitantes florais foram lepidépteros diurnos e abelhas do género
Bombus. Dentre os vérios visitantes florais, diversas espécies de lepidépteros diurnos
(borboletas), pertencentes & familia Hesperiidae, foram os principais agentes polinizadores,
e estes coletam néctar das flores (Figura 11).

Na espécie de Epidendrum secundum foi considerada a possibilidade de que
algumas das borboletas poderiam coletar alcaléides. Afim de investigar essa possibilidade
fo.i realizada a extragdo de alcaldides segundo Litning (1964). A presenca de alcaléides foi

pesquisada por cromatografia em camada delgada, com os reativos de Dragendorf, Mayer,
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Wagner e 4cido nitrico (Ugaz, 1988). Em todos os testes realizados o resultado foi
negativo.

Borboletas apresentam atividade durante o dia e, em contraste com as abelhas, elas
sdo capazes de perceber coloragGes avermelhadas. Muitas flores polinizadas por borboletas
apresentam coloragéo vermelha, résea e amarela (Kaiser, 1993 ¢ Dobson, 1994). Estudos
evidenciando o uso do olfato por borboletas na selego € localizagfo de flores séo escassos,
quando comparado aos varios estudos sobre mariposas (Dobson, 1994). A atragdo visual
parece ser de grande importincia para as borboletas, mas a fragrancia floral pode ser
decisiva na discriminagio da flor a ser visitada. As fragrincias de flores polinizadas por
borboletas ¢ lepidopteros diurnos sio descritas como fraca ¢ agraddveis a percepgio
humana (Dobson, 1994). No entanto, muitas flores que apresentam um perfume fraco a
percepcéio humana, na verdade, produzem odor suficiente para atrair abelhas e borboletas
(Harborne, 1992).

A fragrancia floral de E. secundym apresenta em Ssua composi¢do principalmente
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Foi detectada também a presenca de um derivado de
4cido graxo, o undecano (Tabela 5, Cromatograma 5). Borboletas podem usar compostos
isoprendides como semioquimicos (Hick, 1999). A fragréncia de E. secundum mostrou-se
muito distinta das demais fragrincias de Orchidaceae analisadas no presente trabalho, por
nfio exibir compostos monoterpénicos e nem arométicos em sua composigao. Esse resultado
concorda com Dobson et al. (1997), que observou fortes diferencas na quimica das

fragrancias florais associadas a cada sindrome (mecanismo de polinizag&o).

32



FRAGRANCIAS FLORAIS

Tabela 5 -Composi¢gio quimica do fragréncia floral de Epidendrum secudum

Substéncia IR, IRy  Abunddncia relativa(%) Método de identificacdo
Undecano (42) 1100 1100 2,3 IR, EM
o.-Cubebeno (31) 1348 1351 4,0 IR, EM
a-Copaeno (35) 1373 1376 16,3 IR, EM
B-Longipineno (43) #1415 1398 9,8 IR, EM
a-Patchuleno (44) 1450 1456 t IR, EM
Alio-aromadendreno (45) | #1462 1461 6,5 IR, EM
o-Muroleno (46) 1476 1477 4,3 IR, EM
a-Muroleno (47) #1501 1499 5,3 IR, EM
o-Cadineno (40) 1515 1513 5.8 IR, EM
3-Cadineno (36) 1525 1524 29,3 IR, EM
Trans-Calameno (48) 1533 1532 t IR, EM
a-Calacoreno (49) #1545 1542 t IR, EM
Total de identificados - - - 83,7 -

IR,-Indice de Reteng#o calculado (Van den Dool, 1963); IRy-Indice de Retengio da literatura (Adams, 1995)
EM- Espectro de Massas; IR — Indice de retengéio; CP- Coinjectio de Padriio; t — trago
# Valor estimado a partir da equagZo da reta
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1.2.7 Conclusdes do Estudo sobre Fragrancias Florais

As fragrincias das espécies de Stanmhopea apresentam maior abundincia de
compostos que seguem a rota biossintética do acido chiquimico, levando a cOmpostos
aromaticos, ¢ menor abundincia de compostos que seguem a rota 4cido mevalbnico,
levando a compostos isoprenéides (Tabela 6). Algumas das substincias que compfem as
fragrancias destas espécies de Stanhopea, quando administradas como iscas de odor, atraem
vérias espécies de abelhas euglossini. Porém, tanto Stanhopea lietzeii quanto Stanhopea
insignis atraem poucos visitantes florais, e apenas um polinizador especifico, demonstrando
assim a alta especificidade destas espécies em relagfio a0 polinizador. Estudos adicionais de
campo devem ser realizados para concluir se a chave desta atracdio € um composto
especifico ou uma combinagio de compostos.

Um fato curioso ¢ a presenca do linalol na fragrincia Polystachya estrellensis
(Tabela 3) e o 4lcool benzilico em Psilochilus modestus (Tabela 4). Estes compostos sdo
geralmente utilizados como iscas de odores para abelhas euglossinis. E curioso que ambas
as espécies mesmo vivendo em ambientes repletos de abelhas euglossini, nfio atrairam
nenhuma espécie de euglossini, pelo menos nunca foram observadas visitando estas flores.

As flores estudadas apresentaram como polinizadores abelhas ou borboletas. As
fragrancias de flores polinizadas por abelhas: Stanhopea lietzeii, Stanhopea insignis,
Polystachya estrellensis ¢ Psilochilus modestus (Tabelas 1 a 5), apresentam na composi¢#o
de sua fragrancia principalmente compostos arométicos e/ou monoterpénicos enquanto a
espécie polinizada por borboletas: Epidendrum secundum sua fragréncia é composta

majoritariamente de compostos sesquiterpénicos (Tabela. 6).

Os resultados deste estudo estdio resumidos nas tabelas 6 e 7.
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Tabela. 6. Composicio quimica das fragrancias florais

Espécies Aromaticos Isoprenoides | Monoterpenoides | Nitrogenados | Sesquiterpenoides | Derivados de
(Abundéncia irregulares {Abundéncia {(Abundincia (Abundéncia cidos graxos
Relativa) (Abundéincia Relativa) Relativa) Relativa) (Abundéincia
Relativa) Relativa)
Stanhopea 49,4 - 4,0 44.8 - -
lietzeii
98,0
Stanhopea - - - t -
Insignis
85,5 9,8
Polystachya - - -
estrellensis -
Psilochilus 46,6 5,7 t - 19,4 -
modestus
Epidendrum - - - - 814 23
secundum
Tabela 7. Resumo das observagdes de campo
Recompensa floral
Espécies Polinizadores Oleo |Pseudopélen |Pélen | Néctar
essencial
Euyfriesea aff.
Stanhopea lietzeil Abelhas pulchra X
Eufriesea
Stanhopea insignis Abelha purpurata X
Trigona X
spinipes
Plebeia X
Polystachya Abelhas droryana
estrellensis Tretragonisca
angustula X
Halictiidade X X
sp2
Psilochilus modestus Abelhas Trigona X
' spinipes
Plebeia X
droryana
Espécies da
Epidendrum Borboletas familia X
secundum Hesperiidae
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- Apéndice. I - Estruturas dos compostos identificados nas fragrdncias

florais
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II.1 Introducéo

I.1.1 Oleos Florais & Polinizacdo

Oleos florais correspondem a uma das muitas alternativas de recompensa floral. O termo
6leo floral é usado somente para 6leos nio-voléteis (nfio confundir com dleos essenciais,
encontrados em fragréncias), embora 6leos essenciais possam estar misturados aos 6leos florais
(Simpson & Neff, 1981).

Provavelmente o primeiro relato da presenga de 6leos em flores foi feito por Fritz Miiller
citado por Darwin (1862). Darwin relata que Fritz Milller, durante observa¢des de flores de
Oncidium flexuosum em matas do sul do Brasil, verificou que esta flor possuia “mamilas
nutritivas” que sdo raspadas por insetos.

Gellert (1923) registrou a observagdo de que hd 6leo nos tecidos nutritivos de Gomesa
planiflolia K1 & Rchb.

Apesar do relato de Fritz Miiller, a varios estudos sobre Oncidium relatam que estas flores
sd0, na maioria das vezes, flores de engano, por nio oferecerem recompensa. Muitos autores
afirmaram que essas flores mimetizam flores de Malpigheaceae, familia de plantas que oferece
6leo como recompensa os polinizadores, abelhas Anthophoridae (Pijl & Dodson, 1966,
Nierenberg, 1972, Ackerman, 1986, Chase, 1986, Singer & Cocucci, 1999). Recentemente,
Singer e Cocucci (1999) observaram machos de abelha Tetrapedia diversipes (Anthophoridae)
coletando o éleo floral de Oncidium paranaense, neste processo, estas abelhas promoveram a

retirada do polindrio.

I1.1.2 Composi¢io Quimica de Oleos Florais

Como ja mencionado, Vogel (1974) foi o primeiro a investigar a composigsio quimica dos
Oleos florais, por cromatografia de camada delgada, realizando posteriormente um estudo
espectroscopico da composigéio quimica do 6leo de Calceolaria pavonii (Scrophulariaceae). Ele

identificou os constituintes por RMN e EM, e observou a presenga de pequenas misturas de
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acidos graxos e diacilgliceréis, onde, uma cadeia lateral era derivada de um 4cido graxo 3-
substituido por grupos como hidroxila, metoxila, acetoxila e metila.

A presenga de compostos isoprenoides ndo-voléteis (ex. esterdides) foram detectados nos
Oleos de Calceolaria e Malphighia (Buchman, 1987).

Os constituintes principais dos oleos florais de quatro espécies de Krameria
(Krameriaceae): K. cuspidata, K. cystissodes, K. revoluta, K. parvifolia, foram identificados
como os 4cido 3-acetoxi-hexadecandico, 4cido 3-acetoxi-octadecandico e 3-acetoxi-eicosandico
(Simpson et al., 1979, Seigler et al. 1978).

O dleo floral de Bysonima crassifolia (Malpigheaceae) é constituido de mono- e
diacilglicerdis, alguns acidos graxos livres e pequenas quantidades de triacilglicerol (Vison, e
al., 1998).

I1.1.3 Consideracdes sobre o género Oncidium e Gomesa

Oncidium ¢ um género com mais de 600 espécies, distribuidas principalmente pelas
regides tropicais da América. A matoria das espécies sio epifitas, mas algumas sio facultativas
ou exclusivamente terrestres (Pridgeon & Morrison, 1997). No Brasil ocorrem cerca de 105
espécies, 40 dessas no Estado de Sdo Paulo. Uma pesquisa na literatura revela que a quimica de
Oncidium tem sido investigada quanto & presenca de alcaléides somente por cromatografia de
camada delgada, utilizando varios reagentes (Liining, 1964). Derivados de fenantrenos foram
isolados das folhas de Oncidium cebolleta (Stermitz, ef al, 1983). As fragrincias de 4 espécies de
Oncidium: O. longipis, O. ornithorrhynchum, O. sarcodes e O. tigrinum, foram investigadas por
Roman Kaiser (1993). A presenca de dleo floral em Oncidium ornithorrhynchum foi mencionada
pbr Vogel (1974) que comparou este 6leo com o éleo floral de Calceolaria pavonii
(diacilglicer6is e triacilgliceréis) e de varias outras apenas por cromatografia de camada delgada.

Gomesa € um género com treze espécies, presentes em florestas da regido central e do
sudeste do Brasil (Pridgeon & Morrison, 1997). As espécies ocorrem como epifitas ou terrestres,
em barrancos, cumnes de morro, margens de estrada ou em troncos de 4rvores de pequeno e médio
porte. Uma reviséo na literatura mostra que a quimica de vérias espécies de Gomesa foi
investigada quanto & presenca de alcaléides por cromatografia de camada delgada (Liining,
1964).
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Devido ao fato de varias espécies de Oncidium e todas as espécies de Gomesa serem
endémicas do Brasil e pouco ser conhecido sobre suas recompensas florais, foi proposto como
parte deste trabalho identificar os componentes dos 6leos florais de espécies deste géneros, e

investigar a possivel importéncia dos mesmos para as abelhas coletoras de 6leos.
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Figura 8. A —Flor de Oncidium. praetextum; B — Estrutura elaiofora de O. praetextum; C —
Inflorescéncia de O. varicosum; D — Estrutura elaiofora de O. varicosum; E — Inflorescéncia de
O. pubes; F — Estrutura elaiofora de O. pubes
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Figura 9. A — Flores de Gomesa recurva;, B — Flor de G. crispa




-

~ '  OLEOS FLORAIS

II.3 Resultados e discussao

I1.3.1 Composicdo Quimica dos Oleos Florais de Espécies do Género
Oncidium e Gomesa (Orchidaceae)

Os 6leos das estruturas florais, elaidforos, de seis espécies de Oncidium; O. pubes, O.
trucatum, O. hookeri, O. pumilum, O. praetextum e O varicosum, e ir€s espécies de Gomesa,
Gomesa crispa, Gomesa recurva ¢ Gomesa sp. (Tab-8 a 16) foram analisados neste trabaiho.
Este é o primeiro estudo sobre a composi¢io quimica dos Oleos florais nestas espécies de
Oncidium, sendo que, estudo reportado para uma espécie deste género, Oncidium
ornithorrhynchum, restringiu-se a andlise por cromatografia em camada delgada (Ver
introdug#o). E importante ressaltar que a maioria dos estudos sobre polinizagdo de Oncidium
sugerem que estas espécies sejam, na maioria das vezes, flores de engano por nfio oferecerem
néctar ou pélen. Segundo varios autores, estas espécies mimetizam flores Malpigheaceae, familia
de plantas que recompensam o polinizador com éleos florais produzidos em estruturas chamadas
de elaiéforos (Pijl & Dodson, 1966, Nierenberg, 1972, Ackerman, 1986, Chase, 1986, Singer &
Cocucci, 1999). O presente estudo € também o primeiro a investigar a composi¢io quimica dos
6leos florais no género Gomesa.

As amostras de dleos florais foram coletadas em diferentes épocas do ano, seguindo o
periodo de floragéio de cada espécie. A coleta foi realizada utilizando pequenos tubos capilares,
introduzidos em pontos onde os 6leos eram exudados, sendo visualizados com o auxilio de
microscopio estereoscopico. Também foi possivel coletar estes 6leos com a introducio de
pequenas tiras de papel de filtro, previamente tratadas. Este tipo de coleta, embora trabalhosa,
permitiu obter o 6leo puro. Em razéo das baixas quantidades de 6leos, cerca de 0,003 mg/flor, o
método escolhido para identificacdo dos constituintes foi Cromatografia Gasosa acoplada &
Espectrometria de Massas.

Também foi realizado com o éleo O. pubes espectro de RMN 3'p, afim de averiguar a

presenga de fosfolipidios. No entanto, néo foi detectado fésforo na anélise.
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Figura 10. A - Flores de Oncidium hookeri; B - Estrutura elaioéfora de Oncidium hookeri
sendo retirado oleo floral com o auxilio de um capilar de vidro, que apresenta um didmetro
de 0,25mm.
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11.3.2 Classe de compostos encontrados nos éleos florais

-

O conhecimento da composic@o quimica dos 6leos produzidos nas glandulas florais pode
fornecer dados importantes para a compreensfio de diversos mecanismos de polinizagdo. Nos
Oleos florais estudados, foram identificados as seguintes classes de compostos: fenilpropandides,

terpendides, derivados de 4cidos graxos e ésteres de glicerila (Tabelas 8 a 16).

11.3.2.1 Fenilpropanéides

Foram identificados trés fenilpropandides: elemicin 95, 4-metoxi-acetofenona 112 e
vanilina 113. A elemicina foi observado no 6leo floral de O. pumilum, a vanilina foi detectada
nos Gleos florais de O. praetextum (Tabela 11) e Gomesa sp. (Tabela 16) enquanto a 4-metoxi-
acetofenona foi encontrada no 6leo floral de Gomesa sp. (Tabela 16). Os fenilpropanéides sio
odoriferos, e encontrados, geralmente, em Oleos volateis (fragrincias florais). Nio foram
encontrados relatos de sua presen¢a em Oleos de estruturas elaidforas de flores polinizadas por

abelhas coletoras de 6leos florais.

I1.3.2.2 Terpendides

IL.3.2.2.1 Sesquiterpendides

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram identificados nos éleos florais das espécies O.
praetextum e O. pumilum, ¢ foram encontrados nos 6leos de todas as espécies analisadas do
género Gomesa. Hidrocarbonetos sesquiterpénicos sdo constituintes de véarias fragrincias.

O dleo floral de O. pumilum (Tabela 13) foi o tnico, entre os das espécies analisadas, que
apresentou em sua composigéo alcoois e ésteres sesquiterpénicos.

I1.3.2.2.2 Esterdides

Os esterdides, stigmasterol 85 (Figura 11) e clionasterol 86 (Figura 12), foram encontrados
apenas nos Oleos florais de O. varicosum (Tabela 12). A identificacdo destes constituintes foi
feita a partir da comparacgfio do seu espectro de massas com o espectro obtido no banco de dados
Wiley, no qual apresentou espectros idénticos, com grau de confiabilidade acima de 95%.
Esteréides foram reportados como constituintes dos 6leos florais de algumas espécies de

Caceolaria (Scrophulareaceae) e Malpighia (Malphigheaceae), espécies estas polinizadas por
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abelhas coletoras de 6leo. A necessidade de esterdides na dieta é caracteristica geral para a classe

de insetos (Downer, 1978).

Abundincla

Figura 11. Espectro de massas do stigmasterol 85. A ~Oleo floral de O. varicosum; B — Espectro da biblioteca Wiley

Abundénda
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Figura 12. Espectro de massas do clionasterol §6. A — Oleo floral de O. varicosunt; B — Espectro de biblioteca Wiley
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I1.3.2.2.3 Meroterpendides

O-a-Tocoferol, 80, esté presente nos 6leos de O. varicosum (Tabela 12) e O. praetextum
(Tabela 11) em pequena abundéncia A identificagdo deste composto foi realizada a partir da
comparacio do seu espectro de massas com o espectro obtido no banco de dados Wiley (Figura

13). O a-Tocoferol também ¢ essencial para a alimentaggo de insetos, que precisam obté-lo de
plantas (Downer, 1978).

Abundincta
e

mz 165 2H

Figura. 13. Espectro de massas do a-tocoferol 80. A — Oleo floral de O. varicosum; B — Espectro de
biblioteca Wiley

Os terpendides s#o amplamente distribuidos na natureza e encontrados em grande

abundéncia em plantas superiores. Esta classe de compostos presentes em plantas tem sido alvo

-~ de vérios estudos de ecologia quimica pois desempenham o papel de fitoalexinas, substincias

impalétavgis e répelentes para insetos, agentes de defesa contra herbivoros, ferbmonios,

aleloquimicos e horménios de plantas, desta forma terpenéides sdo responsaveis por muitas
interagdes ecoldgicas (Robbers, et al., 1996).
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11.3.2.3 Derivados de 4cidos graxos

11.3.2.3.1 Acidos livres

Acidos livres, como 4cido palmitico, 72, e 4cido linoléico, 73, foram encontrados em
todos os 6leos analisados, com excecsio do éleo da espécie O. pumilum (Tabela 13). Ha relatos da
identificaco destes acidos em éleos florais de Byrsonima crassifolia, Malpigheaceae (Vison et
al, 1998). Acidos B-acetoxi-graxo livres foram identificados e reportados nos éleos florais de
védrias especies de Krameria (Krameriaceae) (Simpson et al., 1979, Seigler et al. 1978), no
entanto, ndo foram detectados em nenhum dos 6leos analisados no presente estudo.

11.3.2.3.2 Esteres

Os ésteres dodecanoato de metila, 94, tetradecanoato de metila, 101, e octadecanoato de
metila, 106, foram identificados apenas no 6leo floral O pumilum (Tabela 13).

11.3.2.3.3 Hidrocarbonetos

Todos os 6leos analisados mostraram a presenca de n-alcanos entre Cyg e Csq, com as
abundancias relativas variando entre as espécies. As espécies do género Gomesa apresentaram
maior abundéncia de hidrocarbonetos que as espécies do género Oncidium, excetuando-se a
espé’cie de O. pumilum, que apresentou 29% da composi¢dio de seu 6leo constituida de n-
alcanos.

11.3.2.3.4 Cetonas

Cetonas, como 2-pentadecanona, 99, (Figura 14), 2-heptadecanona, 102, (Figura 15) e 2-
eicosanona, 106, foram identificadas no 6leo floral de O. pumilum a partir da analise do seu
espectro obtido em comparagéio com espectro de massas encontrado no banco de dados da Wiley
- para as respectivas cetonas, no qual apresentou espectros idénticos, com grau de confiabilidade
acima de 95%.
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Figura 14. Espectro de massas da 2-pentadecanona, 99
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Figura 15. Espectro de massas da 2-heptadecanona, 103

Um estudo comparativo da composi¢io quimica do Sleo carregado por abelhas Macropis
nuda (Melittidae), coletado nas flores de Lysimachia ciliata (Primulaceae), e a massa 6leo/pélen
destinados para a provisio de larvas desta abelha, identificou lipidios como constituintes
majotitarios. Neste estudo, foi verificado a presenca de cetonas (Ci3, Cis e Cy7) na parede celular
do ninho da abelha M nuda. Segundo os autores, a origem destas cetonas é desconhecida, pois
nfo foram detectadas nas analises quimicas do 6leo nem na massa 6leo/polén (Buchman, 1987).
Tendo sido encontrado em O. pumilum as cetonas (Cys e Ci7), é uma evidéncia que este dleo

- Dossa ser utilizado na construgfio da parede celular do ninho de abelhas coletoras de dleo.

11.3.2.4 Esteres de glicerila
Os compostos monoacetilglicerol e 1,3-diacetilglicerol estio presentes em baixa quantidades

em vérios 6leos das espécies de Oncidium, (Tabela 8 a 12) mas ndo foram encontrados em
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nenhuma das espécies do género Gomesa (Tabela 14 a 16). Suas estruturas foram confirmadas a
partir de sintese de padres (ver seéo Sintese de padrdes de ésteres de glicerila).

A presenca de compostos que se fragmentam no espectrémetro de massas fornecendo os ions
de m/z 117 e/ou 159 foi observado em todos os dleos florais de Oncidium (Tabela 8 a 12) com
excecdo de O. pumilum (Tabela 13). Estes compostos também nfio foram observados nos éleos de
nenhuma espécie de Gomesa (Tabela 14 a 16). A comparagio dos espectros de massas destes
compostos com os espectros do banco de dados Wiley, forneceu espectros com baixa
similaridade, e portanto, ndo confidveis.

Compostos que fragmentam-se no espectrometro de massas gerando os fons 117 e 159, foram
observados por Vogel (1974) nos 6leos florais de Calceolaria pavonii (Scrophulariaceae) e
identificados como diacilglicerois do tipo 1-acil-2-acetilglicerol, onde o grupo acil é derivado de
um 4cido graxo possuindo um grupo acetoxi como ramificagio de sua cadeia (Esquema 1, pagina
53).

O tiacilglicerol, 1-miristoil-2,3-diacetilglicerol  ou 2-miristoil-1,3-diacetilglicerol,
fragmentam-se no espectrdmetro de massas fornecendo os fons m/z 159 (Johnson & Holman,
1966, Figura 16).
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Figura 16. A = Espectro de Massas do 1-miristoil-2,3-diacetil-glicerol; B = Espectro de Massas do 2-miristoil-1,3-diacetil-glicerol (Johnson
& Holman, 1966).

Monoacilglicerois, onde o grupo acil € derivado de um 4cido graxo, fragmentam-se, levando

a varios {ons derivados principalmente de cadeia acflica (Johnson & Holman, 1966, Figura 17).

Abundéincia

Figura 17. A = Espectro de Massas do 1-miristoil-glicerol; B = Espectro de Massas do 2-miristoil-glicerol (Johnson & Holman, 1966).
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Esquema 1- Fragmenta¢io do composto 2-acetil-3-(3-acetoxi-palmitoif)-glicerol proposto por Vogel (1974)
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Com base nas observagdes descritas acima, foi sugerida a presenga de di e triacilgliceréis
nos 6leos florais dos vdrios Oncidium, sendo os diacilgliceréis mais abundantes que os
triacilgliceréis. Tanto os di quanto os triacilgliceréis possuem apenas uma cadeia derivada de um
acido de cadeia longa, sendo os demais grupos derivados do 4cido acético. Também foi
observado que alguns destes compostos possuiam fragmentos de m/z [ (265+nCH,) — AcOH,
onde n =0, 2 e 4], que sfio compativeis com cadeia acilica de 4cidos graxos de cadeia longa com
um grupamento acetoxi. Estes compostos apresentam indice de retencéio variando entre 2910 e
3365, e estdo presentes em grande abundancia nos 6leos de O. pubes (Tabela 8), O. trucatum
(Tabela 9) e O. hookeri (Tabela 10), ¢ em menor quantidade nos éleos das espécies O.
praetextum (Tabela 11) e O. varicosum (Tabela 12), ndio sendo encontrados no dleo de O.
pumilum (Tabela 13) e em nenhuma espécie do género Gomesa (Tabela 14 a 16). Espectros de
massas caracteristicos de monoacilglicerdis, onde o grupo acil é derivado de um acido graxo

cadeia longa (Figura 16), nfio foram detectados em nenhuma das andlises dos éleos florais de

Oncidium ou Gomesa.

11.3.2.4.1 Sugestbes de estrutura de di- e triacilgliceréis a partir do espectro de Massas

Abundéincia
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Figura 18. Espectro de massa do composto octadecenoil-diacetilglicerol, 52

A caracterizago do composto octadecenoil-diacetilglicerol, 52 (IR= 2973, Figura 18), foi
sugerida devido a presenga dos fons de m/z 159, 265 ¢ 380. O ion de m/z 380 ¢ atribuido ao
fragmento [C;3H4004]" originado da perda de 4cido acético pelo ion molecular. O ion de m/z 265
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¢ atribuido ao fragmento [C;7H3;CO]" derivado da cadeia octadecenoila. O ion de m/z 159 ¢é
atribuido ao fragmento [C7H,;04]" originado do rearranjo McLafferty, seguido pela perda de um
- radical acetil (Esquema 1, pagina 53). O espectro de massas n3o apresenta sinais que permitam

sugerir a posi¢#o da ligacio dupla.

Abumdéncia
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Figura 19. Espectro de massa do composto 1-(acetoxi-eicosenail)- 2-acetilglicerol, 69

O composto 1-(acetoxi-eicosenoil)- 2-acetilglicerol, 69 (Figura 19) foi sugerido pela
presenca dos fons de m/z 117, 159, 291 e 351. O ion de m/z 351 ¢é atribuido ao grupo acetoxi-
eicosenoil, [CxH3903]". O fon de m/z 291 ¢ atribuido ao fragmento [ C20H3s0]" derivado da
cadeia acetoxi-eicosenoila, pela perda de Acido acético. O ion de m/z 159 € atribuido ao
fragmento originado do rearranjo McLafferty, seguido da perda de um radical hidréxido, segundo
Vogel (Esquema 1). O ion de m/z 117 € atribuido ao fragmento originado do rearranjo
McLafferty, seguido da perda do radical acetil (Esquema 1).
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Figura 20. Espectro de massas do composto 1-(acetoxi-dodocosenoil)-2-acetilglicerol, 70

A caracterizag@io do composto 1-(acetoxi-dodocosenoil)-2-acetilglicero!, 70 (Figura 20),

foi sugerida pela presenga dos fons de m/z 117, 159, 319 € 379 . Os fons apresentam o mesmo

~ padrio de fragmentagdo do espectro proposto para o 1-(acetoxi-eicosenoil)-2-acetilglicerol

(Figura 19), com vinte oito daltons a mais nos ions derivado da cadeia lateral (m/z319e 379), 0
que sugere a presenga de mais dois carbonos na cadeia lateral.

Esteres de glicerila sio constituintes essenciais na dieta de insetos (Downer, 1978, Vison,
et al, 1998 ). O ¢leo floral de Byrsonima crassifolia (Malpigheaceae) consiste de misturas de
mono- e diacilgliceréis alguns 4cidos graxos livres, ¢ pequenas quantidade de triacilglicerois,
sendo este dleo coletado por vérias espécies de abelhas Centris (Anthophoridae) (Vison, er al,
1998 ). As espécies O. pubes, O. trucatum e O. hookeri produzem em suas estruturas elaiéforas
Oleos florais constituidos principalmente de diacilgliceréis, pequenas quantidades de
triacilglicerois e 4cidos graxos livres. Estes resultados fornecem evidéncias quimicas que
sugerem que o mecanismo de polinizag#o das espécies O. pubes, O. hookeri e O. trucatum ndo
tem por base a atragdo-enganosa como sugerido para vérias espécies deste género Pijl &
Dodson, 1966, Nierenberg, 1972, Ackerman, 1986, Chase, 1986) mas, na recompensa de lipidios

-~ da mesma forma que ocorre em B. crassifolia (Malpigheaceae).
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'I1.3.3 Sintese dos Padrdes de Esteres de glicerila

Face a importancia ecoldgica dos ésteres de glicerila, auséncia de indices de retengéo e
padides sintéticos, recursos importantes para a identificagio de compostos por CG/EM, fez-se
necessério a sintese de alguns padrdes. Espectros de massas com fragmentagio compativel com
0s compostos 1-oleoil-2,3-diacetilglicerol, o l-acetilglicerol, 1,3-diacetilglicerol, foram
detectados em alguns dleos florais por isto a necessidade de padres sintéticos. Composto com
substituigdo do tipo do I- oleoilglicerol e 1- oleoil- 3- acetilglicerol foram sintetizados, para
observar o valor do seu indice de retencdo e sua fragmentago no espectrdmetro de massas.

A rota sintética utilizada baseou-se no trabalho de Eibl & Woolley (1986) para compostos
semelhantes, conforme Esquema — 2, que utiliza o 1,2-isopropilideno-glicerol como substrato.
Esta substéncia € geralmente utilizada na sintese de lipidios ¢ fosfolipidios enantiomericamente
puros.

A sintese do 1, 2-isopropilideno-glicerol foi descrita pela primeira vez por Baer e Fischer
em 1939, no qual foi obtido por conversdo do D-manitol, utilizando acetona e cloreto de zZinco, ao
1,2:5,6-diisopropilideno-D-manitol, seguido da clivagem do diol vicinal empregando para isto
tetracetato de chumbo.

Varias modificagSes deste método classico tem sido reportadas como: (a) utilizagdo de
2,2-dimetoxipropano (a0 invés de acetona) em 1,2-dimetoxietano na presenga de cloreto de
estanho (II); (b) o uso de 2-metoxipropano em dimetilformamida, na presenca de quantidades
catéliticas de dcido p-toluenossulfénico; (¢) o emprego de 2,2-dimetoxipropano na presenca de
acido p-toluenossufénico e como solvente o dimetilsulfoxido anidro. Os métodos de Baer
(classico), (a) e (b) foram estudados em detalhe e comparados por cromatografia gas-liquido. Nos
trés métodos, diacetais isoméricos sdo formados. No entanto, 0 método de Baer leva ao 1,2;5,6-
diacetal com alto rendimento (63%) enquanto os métodos (a) e (b) levam a misturas muito mais
complexa de acetais, além de ambos os métodos serem menos ec6nomicos que o método de Baer.

~ As modificagSes na segunda etapa da sintese do 1,2-isopropilideno-glicerol, a clivagem
do 1,2:5,6-diisopropilideno-D-manitol, envolve a substituicio do tetracetato de chumbo por
periodato de sédio ou por quantidades cataliticas de derivados de bismuto: M-0X0-

bis(clorotrifenilbismuto) ou trifenilbismuto (Jurczak et al. 1986).
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.. Esquema-2. Sintese dos padrdes 1-acetil-glicerol 4, 1-oleil-glicerol 6, 1-oleiol-3-acetil-glicerol 7, 1-oleil-

2,3-diacetil-glicerol 8, 1,2- diacetil-glicerol 11
Legenda: 1- a-Acetona/ZnCl,, 0°C, 17h, ta; b- NalQ, /NaHCO, aq. 1h, 0°C,NaBH; /etanol, 0°C, 2h, ta, CH;COOH,
pH=8, 10min, ta; c- Anidrido acético/ piridina 30min, ta; d- CH;COOH/H,0 70%, 24h, ta; e- Acido
oléico/DMAP/DCC, 0°C, 20h, ta; f- CH;COOH/H,0 70%, 55°C, 5h; g- Anidrido acético/ piridina 1h, ta; h- Anidrido

acético(excesso) piridina 3h, ta; m- Anidrido acético/piridina, 1h, ta
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11.3.3.1 Obtengio do 2,3-isopropilideno-glicerol 3

3

Neste trabalho 0 D-manitol (1) foi cetalizado utilizando acetona e cloreto de zinco como
catalizador para obteng#io do 1,2:5,6-diisopropilideno-D-manitol 2 com rendimento de 40%. Os
dados fisicos e as atribui¢des de RMN de 'H (Espectro E2) e de RMN de *C (Espectros E3 e E4)
desse composto foram comparados ¢ baseadas nas atribuicdes obtidas anteriormente (Schmid, et
al. 1991, Citd, 1994).

O 1,2:5,6-diisopropilideno-D-manitol 2 foi submetido a uma clivagem oxidativa
utilizando para isto, periodato de sédio em soluggio de bicarbonato de sédio, resultando assim no
1,2-isopropilideno-gliceraldeido, que foi reduzido com boroidreto de sédio em pH basico
obtendo-se o 1,2-isopropilideno-glicerol 3 com rendimento de 62%. Os dados fisicos e as
atribuigdes de RMN de 'H (Espectro E6) e de RMN de *C (Espectros E7 e E8) desse composto

foram baseadas nas atribuigdes obtidas anteriormente (Schmid, et al. 1991, Cito, 1994).

I1.3.3.2 Obtencfio do 1-acetil-glicerol 4

O 1,2-isopropilideno-glicerol 3 foi acetilado utilizando anidrido acético e piridina,
obtendo-se o produto acetilado. Este foi desprotegido com solugio de 4cido acético (Eibl, 1986)
obtendo-se o produto desejado 1-acetil-glicerol 4 com redimento de 32%.

O espectro de RMN de 'H (Espectro E10) para o composto 4 apresentou um singleto em &
2.11 correspondente aos hidrogénios do grupo metilico e trés multipletos em & 3.64, § 3.88 ¢ &

4.13 correspondentes aos hidrogénios H-3, H-2 e H-1, respectivamente.
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O espectro de RMN de 3C (Espectros E11 e E12) apresentou os sinais & 63.28, § 65.24 e
8 70.08 que foram atribuidos aos carbonos C-3, C-2 e C-1 , respectivamente.

O espectro de IV (Espectro E9) apresentou uma banda larga em 3390cm™ caracteristica
do estiramento O-H, uma banda em 2952cm™ caracteristica de estiramento C-H e outra banda
em 1726cm™ atribuida ao estiramento de C=0.

O espectro de massas de alta resolugdo (Espectro E13) do composto 4 apresentou com
principais fragmentos os ions de m/z: 117.01885 (CsHs05", 9.7%), 103.00795 (C4H,05", 100%),
74.01375 (CsHeO;", 57%) € 61.01101 (C,Hs0,", 33%). Onde o ion de m/z 103.00795, pico base,
¢ originado da perda de um radical CH,OH.

A andlise do composto 4 por CG/EM revelou o mesmo padrdio de fragmentacidio ¢ a
mesma faixa de eluigio do composto encontrado no 6leo floral de O. hookeri e O. trucatum.
Infelizmente ndio foi possivel realizar a coinjegiio deste composto devido ao consumo das
primeiras amostras de 6leos em outros testes, a auséncia desta substincia no éleo floral de
Oncidium hookeri na floragdo do ano seguinte e a no florac8o da espécie Oncidium trucatum. O
indice de retencéio (IR) calculado para o composto 4 foi 1135 enquanto o indice de retengfio
calculado para- 0 composto 56, encontrado nos dleos florais, foi 1123. Apesar dos espectros
apresentarem um padrio .de fragmentagsio muito semethante (Figura 21) ndo é possivel afirmar

que s¢ tratam do mesmo composto, devido a diferenca de 13 unidades em seus indices de

retencéo.
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Figura 2]. Espectros de massas A = composto36, B = padrfio sintético 1 -acetil-glicerol (4).

I1.3.3.3 Obtencio do 1,3-diacetil-glicerol 11

O 1,3-acetil glicerol 11 foi obtido a partir da acetilagao seletiva das hidroxilas primérias
do glicerol (20), obtendo-se um rendimento de 30%.

O espectro de RMN de 'H (E15) para o composto 11 apresentou um singleto em 8 2.11
correspondente aos hidrogénios dos grupos metilicos, um singleto largo atribuido ao hidrogénio
da hidroxila e um multipieto em & 4.21 correspondentes aos hidrogénios H-1, H-2 e H-3.

No espectro de RMN de >C (E16 e E17) foram atribuidos os sinais em & 20.82 aos

carbonos metilicos, 8 65.22 aos C-1 e C-3, 8 67.99 ao carbono C-2 ¢ & 171.2 as carbonilas.
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O espectro de IV (El4) apresentou uma banda larga em 3439cm™ caracteristico de
estiramento O-H, uma banda em 2959cm™ caracteristica de estiramento C-H e outra banda em
1739cm™ estiramento de C=0.

O espectro de massas de aita resolugéio (E18) do composto 4 apresentou como principais
fragmentos os ions de m/z: 117.03202 (CsHy0;", 9.7%), 103.02052 (C4H;05", 100%), 74.02134
(C3Hs0;", 57%) e 61.01746 (CoHs0O,", 53%). Onde o ion de m/z 103, pico base, € originado da
perda de um radical CH,OH.

I1.3.3.3.1 Confirmacdo da presenc¢a do composto 11 no éleo floral de O. hookeri
A analise do composto 11 por CG/EM revelou o mesmo padrdo de fragmentagdio e a
mesma faixa de eluig@o do composto 57 encontrado no éleo floral de O, hookeri. A realizacio da

coinjecdo deste composto com o Sleo floral de O. hookeri confirmou se tratar do mesmo

composto (Figuras 22 e 23).
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Figura 22. Coinjegao do padrdo sintético, 1,3-diacetil-glicerol (11), com o dieo fioral de O. hookeri
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Figura 23. Espectro de massas do composto 1,3-diacetil-glicerol (11).A = compesto presente no éleo de O. hookeri, B = padriio sintético
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I1.3.3.4 Obtengdo do 1-oleoil-2,3-isopropilideno-glicerol 5

YCH:)K (CHy)y
L) 18’
5 O

O 1,2-isopropilideno-glicerol 3 foi esterificado com acido oléico na presenca de N, N-
diciclohexilcarbodiimida e 4-dimetilaminopiridina, obtendo-se o composto S com rendimento de
25%. Este baixo rendimento ¢ atribuido a formagao da N-acilureia, além da baixa pureza do acido
oleico (Eibl, 1986, Panek e Sarks, 1990, Mikolajczyk & Kielbasinski, 1981).

O espectro de RMN de 'H (E20) para o composto § apresentou um tripleto em 8 0.88
atribuido aos hidrogénios da metila, H-18’, os sinais intensos e largo entre & 1-1.5 foram
atribuidos aos hidrogénios dos varios grupos metilénicos da cadeia lateral derivada do acido
graxo, dois singletos 8 1.37 ¢ 1.44 foram atribuidos aos hidrogénios das metilas geminais e o
mutipleto em 8 5.35 € caracterfstico dos hidrogénios olefinicos H-9'¢ H-10".

No espectro de RMN de *C (E21 e E22) foram atribuidos os sinais em & 109.70, 173.60
aos carbonos -Cy € ao carbono da carbonila, C-1°, respectivamente.

O espectro de IV (E19) apresentou uma banda em 2926 em™ caracteristica de estiramento
C-H, e uma banda em 1742cm’! caracteristica de C=0.

O espectro de massas de alta resolugdio (E23) apresentou o ion molecular de m/z
396.32381 e o pico base de m/z 381.30009 este tiltimo indica a perda de um grupo metila. Os
principais fragmentos para o composto 5 no espectro de alta resolugido sdo os de m/z 101.05200
(CsHyO;", 50.7%), 129.04559 (64.8%), 338.27859 (Cy;His05", 61,6%), 381.30009 (C2sHatO47,
_ 100%) € 396.32381 (C24Hs4041, 5%).
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I13.3.5 Obtencdo do 1-olecil-glicerol, 6

(CH3)7 CH;)»
Ne= N

9 10

O grupo protetor cetal foi retirado do composto 5 utilizando solugBio de 4cido acético,
obtendo-se assim o composto 6 como um dleo incolor com rendimento de 93%.

O espectro de RMN de 'H (E25) do cbmposto 6 apresentou um tripleto em & 0.88
caracteristicos dos hidrogénios metilicos, 18°. Foi observado entre & 1-1.5 sinais intensos e largos
indicando os vérios grupos metilénicos existentes na cadeia derivada do 4cido graxo, na regifo &
1.85 e 5 2.80 foi observado dois singletos largos atribuidos aos prétons das duas hidroxilas, em &
3.59 ¢ & 3.70 foi observado dois duplos dubletos atribuidos aos hidrogénios H-3, e dois
multipletos em 3 3.93 e 8 4.17 atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-1 respectivamente.

No espectro de RMN de *C (E26 e E27) foram atribuidos os sinais em & 63.31, 8 65.1 € &
70.23 aos carbonos C-3, C-1 e C- 2, respectivamente. Os sinais em & 129.7 € § 130.0 foram
atribuidas aos carbonos olefinicos C-9” ¢ C-10, € o sinal em § 174.3 ao carbono da carbonila, C-
1.

O espectro de IV (E24) apresentou uma banda em 3391cm™ caracteristica de estiramento
O-H, uma banda em 2924cm™ caracteristico de estiramento C-H e outra banda em 1739cm™
estiramento de C=0,

O espectro de massas de alta resolugio (E28) apresentou o ion molecular de m/z
356.2925. e como pico base o fon de m/z 55. Os principais fragmentos para o composto 6 no
espectro de massas de alta resolugdo sdo os de m/z 55.0464 (CsH;', 100%), 69.0601 (CsHy",
66%), 98.0648 (C7H 14", 49%), 264.2413 (CisH3,0", 31%) e 265.2484 (C15H3;0", 20%).

A andlise deste composto por CG/EM confirmou a auséncia de compostos
(monoacilgliceréis) com este tipo de fragmentagio (Figura 24) nos éleos florais estudados, sendo

seu indice de retengfo calculado igual 2 2714.
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Figura 24. Espectro de massas do 1-oleoil-glicerol, 6

IL3.3.6 Obtenciio do 1-oleoil-3-acetil-glicerol, 7

Uma vez obtido o 3-oleoil-glicerol 6, foi realizado uma acetilagfio seletiva da hidroxila
priméria com anidrido acético e piridina obtendo-se o produto 1-acetil-3-oleoil-glicerol 7 com
rendimento de 62%.

O espectro de RMN de 'H (E30) para o composto 7 apresentou sinais intensos e largos
entre 8 1-1.5ppm indicando a presenca dos protons dos vérios grupos metilénicos existentes na
cadeia lateral derivada do acido graxo, um singleto em & 2.08 atribuido aos hidrogénios da metila
do grupo acetil, em & 4.20 um multipleto atribuido aos hidrogénios H-1, 1!1-2 e H-3, observou-se

que a substitui¢io da hidroxila pelo grupo acetil ocasionou uma desprotegdo para os hidrogénios
H-3.
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O espectro de RMN de ’C (E31 e E32) foram atribuidos os sinais em & 20.78 ao carbono
da metila do grupo acetil, § 129.7 ¢ & 130.0ppm aos carbonos olefinicos e os sinais 8171.0 e §
173.9ppm aos carbonos das duas carbonilas, grupo acetil e C-1°, respectivamente.

O espectro de IV (E29) apresentou uma banda em 3438cm™ caracteristica de estiramento
O-H, uma banda em 2925cm™ caracteristica de estiramento C-H e outra banda em 1742cm’™
estiramento de C=0.

No espectro de massas de alta resolugio (E33) os principais fragmentos sio de m/z:
380.28611 (C33Hao04", 13%), 265.2366 (C15H;330, 28%), 264.2281 (C;3H3,0, 30%) e 117.0345
(CsHsO3, 100%). Onde o fragmento de m/z 380.28611 corresponde a perda de H,O e o ion de
m/z 265 corresponde a fragmentagéio da porcfio do 4cido oléico. O ion de m/z 117.0345, pico
base, € originado do rearranjo de McLaffery, seguido pela perda de um radical acetil.

A analise por CG/EM revelou que este composto apresenta mesma faixa de eluicdo dos
compostos encontrados nos 6leos florais de vérias espécies do género Oncidium que apresentam
os fons de m/z 117 e/ou 159 confirmando assim que tais compostos sdo realmente ésteres de
glicerila. O composto 7 apresenta padrio de fragmentagfio (Figura 25) semelhante ao de
compostos majoritarios encontrados no 6leo floral de O. pubes (Figura 26, 27 e 28). O indice de
reten¢do calculado para este composto foi IR=2810.

O espectro de massas apresentou os fons de m/z: 380 (C23H4oO04", 1%), 265 (C,3H330,
4%), 117 (CsHyO3, 42%) ¢ 43 (C;H;0, 100%). A partir destes ions foi proposta a fragmentacéo
para este composto (Figura 30) onde o fragmento de m/z 380 corresponde a perda de H,O e o fon
de m/z 265 corresponde a fragmentagio da porcfio do 4cido oléico. O ion de m/z 117 é originado
do rearranjo de McLaffery, seguido pela perda de um radical acetil. O fon de m/z 43, pico base,

corresponde a fragmentagfio da porgdo do 4cido acético.
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Figura 25. Espectro de massa do composto do 1-acetil-3-oleoil-glicerol (d)]
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Figura 26. Espectro de massas do composto (acetoxi-octadecanoil)- acetil- glicerol, 51

A caracterizagio do composto (acetoxi-octadecanoil)-acetil-glicerol, (Figura 26) foi
sugerida pela presenga dos fons de m/z 117, 265 e 325. O fon m/z 117 é atribuido ao fragmento
[CsHyOs3]" originado do rearranjo McLafferty, seguido pela perda de um grupo acetil (Figura
30). O ion de m/z 265 é atribuido ao fragmento [ C3H330]" derivado da cadeia acetoxi-
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~ octadecanoil, seguido da perda de 4cido acético. O fon de m/z 325 é atribuido ao grupo B-

acetoxi-octadecanoil, [CoH370;]".
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Figura 27. Espectro de massa do composto (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)- acetil-glicerol, 53

A caracterizagio do composto (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)-acetil-glicerol, (Figura
27), foi sugerida pela presenca dos fons de m/z 117, 199, 241, 263, 323. O ion de m/z 117 é
atribuido ao fragmento [CsHs0s]" originado do rearranjo McLafferty, seguido pela perda de um
grupo acetil (Figura 30). O fon de m/z 265 & atribuido ao fragmento | Ci7H35CO], derivado da
cadeia - 3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil, seguido da perda de 4cido acético e agua. O jon de m/z
199 ¢ atribuido ao fragmento derivado da clivagem o a hidroxila [C};H,;0]". A perda do 4cido
acético da cadeia lateral gera um ligagdo dupla e a clivagem desta ligagdo gera o fon de m/z 241
[C16H330]". O fon de m/z 323 & atribuido ao grupo 3-acetoxi-octadecanoil, [CaoH350s]".
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Figura 28. Espectro de massa do composto (3-acetoxi-6-hidroxi-eicosanoil) -acetil- glicerol, 55

A caracterizagfo do composto (3-acetoxi-6-hidroxi-eicosanoil)-acetil-glicerol, 55 (Figura
- 28), foi sugerida pela presenca dos ions de m/z 117, 227, 269, 291 e 351. Os fon apresentam o
mesmo padrio de fragmentagio proposto para o (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)- acetil-
glicerol, 33 (Figura 27), com vinte oito daltons a mais nos ions derivado da cadeia lateral (227,

269, 291 e 351), 0 que sugere a presenga de mais dois carbonos na cadeia lateral.

I1.3.3.7 Obtengiio do 1-oleoil-2,3-diacetil-glicerol 8

Finalmente foi realizada a acetilagao do 3-oleoil-glicerol 6 com excesso de anidrido

acético obtendo o produto 1,2-diacetil-3-oleoil-glicerol 8 com rendimento de 96%.
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O espectro de RMN de 'H (E35) para o composto apresentou dois singletos em & 2.08 ¢ 8
2.09ppm atribuidos aos prétons das duas metilas dos grupos acetilas. Os multipletos em 3 4.15, §

429 ¢ § 5.26 foram atribuidos aos prétons H-3, H-1 e H-2, respectivamente. Observou-se
« também nesta molecula a desprotegdo sofrida pelo préton H-1, com a substituigio do grupo
- hidroxila pelo acetil.

No espectro de RMN de “*C (E36 ¢ E37) foram atribuidos os sinais com em & 20.7 e &
20.9 para os carbonos das metilas dos dois grupos acetila. Os sinais em & 61.9, 5 62.3 e 5 69.1
foram atribuidos para os carbonos C-1, C-3 e C-2, respectivamente, os sinais em & 170.1 e §
170.5 foram atribuidas aos carbonos das carbonilas acetilicas enquanto o sinal em & 173.3 foi
atribuido a carbonila C-1".

O espectro de IV (E34) apresentou uma banda forte em 2926cm™ caracteristica de-
estiramento C-H e outra banda forte em 1749cm™ estiramento de C=0.

O espectro de massas de alta resolugéo (E38) do composto 8 apresenta como principais
fons de m/z: 380.2835 (C23HsoO4", 10.5%), 265.2385 (C15H330, 19%), 264.2316 (C15H3,0, 25%)
e 159.0498 (C;H,104, 100%). Onde o fragmento de m/z 380.2835 equivale a perda de H,0 e
CH,;00H, o fragmento de m/z 265.2385 ¢ originado da mesma forma que o do composto 7, ou
seja deriva da cadeia do é4cido oleico e o fon de m/z 159.0498 ¢ originado do rearranjo de
McLafferty seguido pela perda de um radical acetil.

A andlise por CG/EM revelou que este composto apresenta padrio de fragmentacdio
(Figura 29) semelhante ao de compostos encontrado no 6leo floral de O. pubes (Figura 18). O
indice de retengdo calculado para o composto 8 foi IR=2897.

O espectro de massas apresentou os fons de m/z: 380 (C23HspO4", 2%), 265 (C;i5Ha30,
4%), 159 (C7H1;04, 50%) e 43 (C;H30, 100%). A partir destes fons foi proposta a fragmentacgo
para este composto onde o fragmento de m/z 380 equivale a perda de H,O e CH3;0OO0H, os
fragmentos de m/z 265 e 43 ¢ originado da mesma forma que o do composto 7, ou seja deriva da
cadeia do &cido 6leico e do 4cido acético respectivamente. O jon de m/z 159 é originado do

rearranjo de McLafferty seguido pela perda de um radical acetil.
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Figura 18. Espectro de massa do composto octadecenoil-diacetil-glicerol, 52
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Figura 29. Espectro de massa do composto 1, 2-diacetil-3-oleoil-glicerol (8)

O espectro de massas do composto 1, 2-diacetil-3-oleoil-glicerol (Figura 29) ndo é igual
a0 espectro do éster de glicerila encontrado nos 6leos sugerido ser o 1, 2-diacetil-3-octadecenoil-
glicerol (Figura 18) pois os espectros apesar de apresentarem mesmo padrio de fragmentacéo,
alguns fons como m/z 265 ([RCO]") e mv/z 264 ({RCO-1]") apresentam intensidades diferentes nos
dois espectros. Segundo Leonhardt ef. al. (1983) a intensidade de muitos fragmentos de massa
variam com a variagio da posigio da ligagdo dupla na cadeia. A coinjesio deste padrfio com o

6leo de O. pubes mostrou niio se tratar do mesmo éster de glicerila, pois apresentam tempos de
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retencﬁo variando aproximadamente de 1 minuto. Estes resultados sugerem que & possivel que a
- cadeia lateral do éster de glicerila do 6leo tenha 18 carbonos e uma insaturaco situada em

posu;é,o diferente. Para identificar a posigéo da ligagio dupla deste produto natural realizou-se
" uma reagfio com dissulfeto de dimetila.
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Figura 30. Proposta de fragmentag8o para os compostos 7 e 8
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IL3.4 Reacdio com dissulfeto de dimetila(DMDS) para localizar a posicio da
- ligacdo dupla

Afim de localizar a posi¢io da ligagiio dupla na cadeia lateral do composto octadecanoil-
diacetil-glicerol, 52, encontrado no 6leo O. pubes foi realizada reagfo com DMDS. A reagio com
DMDS ¢ uma reaéﬁo de adi¢do do dissufeto de dimetila a ligagio dupla utilizando iodo como
catalizador. Esta adigéio € estereoespecifica possuindo os isdmeros cis e frans sinais destintos em
CG. O produto desta reagéo apresenta indice de reten¢@io maior que o composto ndo derivatizado,
sendo esta diferenga de aproximadamente 580 a 750 unidades. O indice de retengfio do derivado
cis € de 15 a 40 unidades menor que o mesmos composto frans. O espectro de massas do
composto derivatizado apresenta ions intensos correspondentes a clivagem entre os dois grupos
metiltiol. (Leonhardt e DeVilbiss, 1985).

A reacéo foi realizada primeiro com o padréo sintético, 8, para avaliar a viabilidade desta
metodologia. A andlise do produto da micro-reagdo por CG/EM mostrou a formagdo de dois
sinais no cromatograma, o primeiro referente ao padrfio que nfio reagiu € outro 12,895 minutos
apds o do padrdo. A presenca do fon m/z 173 no espectro de massas deste composto de maior
tempo de retengdo indica a adicdo de DMDS a ligacdo dupla em C-9 (Esquema. 3) como

esperado.
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Esquema. 3. Adicdo de dissulfeto de dimetila(DMDS) 2 ligagio dupla

A partir do sucesso desta primeira analise, realizou-se a reagfio com o 6leo de O. pubes.

Neste caso, também foi observado a formag8o de um produto derivatizado possuindo tempo de
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retengdo 13,642 minutos (IR=3569) maior que o tempo de retencdio do éster de glicerila do dleo
(IR=2973), sendo a diferenca entre os indices de retenc¢éo de 596 unidades.

A presenga do ion m/z 257 no espectro de massas do produto indica uma ligacdo dupla na
posi¢do C-3 da cadeia lateral (Figura 31).

Figura 31. Substincia derivatizada encontrada no 6leo de O. pubes

Com base nos estudos de Leonhardt e DeVilbiss (1985) o aumento no intervalo entre o
tempo de retengdo referente ao éster presente no éleo e ao éster do éleo derivatizado (13,642
minutos) em relagéo ao intervalo do padro-sintético e padrdo derivatizado (12,895 minutos) foi

atribuido a presenca de uma ligagdo dupla, no éster do 6leo, com configuracdo £,
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IL3.5 Anilise de RMN dos 6leos florais de O. hookeri e O. pubes

Os dados de espectrometria de massas permitiram sugerir que os compostos majoritarios
(diacilglicerois) presentes no 6leo floral de O. hookeri com fragmentos de m/z 117 (63%) e 159
(35%) em seus espectros de massas (Figuras 19 ¢ 20), séo compétiveis com substéncias do tipo
1-acil-2-acetil-glicerol (Vogel, 1974, Esquema 1). Por outro lado, os espectros de massas dos
composto majoritérios (Figuras, 26, 27 e 28) do 6leo de O. pubes, apresentaram espectros de
massas com predominancia do fon de m/z 117 (65%) e baixa abundéncia do ion de m/z 159
(imperceptivel), sendo desta forma semelhante ao padrdo sintético 7, que apresenta substitui¢io
1-acil-3-acetil-glicerol. Segundo Vogel (1974) os ioﬁs de m/z 117 e 159 sdo derivados do residuo
glicerol. Portanto com base nestes resultados foi sugerido que uma alteragio na posig¢do do grupo
acetil que esterifica o glicerol poderia justificar a mudan¢a no comportamento do seus espectros
de massas.

O espectro de RMN de 'H do 6leo de O. pubes e O. hookeri foi adquirido com o intuito
de identificar a posi¢do do grupo acetoxi na cadeia lateral derivada do 4cido graxo. Este espectro
mostrou-se inesperadamente muito simples, pois se esperaria uma maior complexidade ja que se
tratava de uma mistura.

A posigiio do grupo acetoxi foi identificada a partir da obtencio do espectro de RMN de
'H do 6leo de O. pubes (Espectro E41) e O. hookeri (Espectro E39), onde foi observado a
presenca de um sinal em 5.20 ppm atribuido ao préton H-3 do residuo do acido graxo 3-acetoxi-
substituido e ao sinal em 2.04 ppm atribuido aos prétons da metila do grupo 3-acetoxi, ambas
atribuigSes estdio baseadas na identificacio de 6leos florais de Scrophulareaceae e Krameriaceae
(Vogel, 1974, Seigler et al. 1978).

A andlise do mapa de contornos do RMN de 2D COSY (H, H) do éleo de O. pubes (E44)
e O. hookeri (E40) permitiu identificar varios sistemas de spins (Figura 32) caracterizados para os

componentes majoritarios.
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Figura 32. Sistema de Spin I e II - Dados de correlagdes homonuciear de 'H, 'H (COSY) para os
6leos florais de O. pubes (E44) € O. hookeri (E40) e heteronuclear de 'H, 1°C a uma ligacio
(HSQC) obtidos por RMN de 2D, para o éleo floral de O. pubes (E45)

A andlise do sistema de spin I pelo sinal multiplo em & 2.60 mostra que 0 mesmo tem
correlagdo com o sinal multiplo em & 5.20 os quais se relacionam heteronuclearmente (HSQC)
com CH e CH; (Figura 32). Confirmando assim, que o sistema de spins I pertence aos grupos 3-
acetoxi da cadeia lateral.

O sistema de spins II, onde o sinal multiplo em § 5.07 correspondente a0 CHOAcil,
apresenta correlagdo com o sinal multiplo em & 4.30, correspondente ao metilenos CH,0acil, e
com o sinal multiplo em & 3.75 correspondente ao metileno, CH,OH. Estas correlacdes sdo
confirmadas pela correlagdo heteronuclear, por uma ligagdo, no mapa de contornos HSQC
(Figura 32).

Este ultimo resultado ¢ intrigante pois os compostos majoritarios dos oleos de O. pubes e
O. hookeri apresentam sinais, referentes 4 substituicdo no residuo do glicerol, no espectro de
RMN de 'H que indicam o mesmo tipo de substituigdo, ou seja 1,2-diacil-glicerol, diferentes do
padréio sintético, 7 (Espectro E30). Segundo a fragmentacio (Esquema 1, pagina 53) o tipo de
substituicio,1,2-diacil-glicerol, pode gerar tanto o ion de m/z 117 quanto o fon de m/z 159. Desta
fdrma, §¢ 0§ compostos majoritrios destes dois 6leos apresentam o mesmo tipo de substituicio,
mas padrdes de fragmentac8io diferentes com relago aos fons de m/z 117 e 159. Uma justificativa

para este fato seria a posig#o relativa dos grupos acetil e acil que podem estar posiclo relativa 1
_ou2 do glicerol.
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Tabela 8. Composig¢io quimica do leo de Oncidium pubes

Substincia IR, IR, Abund. Relativa (%) Meétodo de identificagdo

Hexadecanoato de metila (50) 1974 - 1.9 EM

* (3-acetoxi-octadecanoil)- acetil-glicerol #2910 - 332 EM
(51) / Figura 26

* gctadecenoil-diacetil-glicerol 2973 - 47 EM
(52) / Figura 18

* (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)- acetil- 3097 - 22,6 EM

glicerol (53) / Figura 27
* (3.acetoxi-6-hidroxi-octadecenoil)- diacetil- 3146 - 5.9 EM
glicerol (54) / E46

* (3-acetoxi-6-hidroxi-eicosanoil)- acetil-glicerol | #3257 - 34 EM

(55) / Figura 28
Identificados - - 71,6 -

Oleo metilado com diazometano, por isso o hexadecanoato de metila (50) € derivado do 4cido hexandico,

IR, -[ndice de Retencdo calculado (Van den Dool, 1963); IR,-indice de Retencdio da literatura (Adams, 1995),

EM- Espectro de Massas; * Estrutura sugerida a partir do estudo de seu espectro de massas; # - Valor estimado a partir da
equaciio da reta;
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Tabela 9. Composigfio quimica do éleo de Oncidium trucatum

Substéncia IR" IR, Abund. Relativa (%) Método de identificagio
acetil-glicerol (56) / Figura 21 #1123 - 9,0 EM
1,2-diacetil-glicerol (57) / Figura 23 #1251 - 14 EM
1,2,3triacetil-glicerol (58) #1435 - 5,0 EM
Tetradecanal (59) #1765 - 0,2 EM
1-heptadeceno (60) #1895 . 0,2 EM
Pentadecanal (61) #1998 - 6,7 EM
9,12-Octadecadienal (62) #2175 - 0,8 EM
17-octadecenal (63) #2400 - 1,0 EM
* (3-acetoxi-octadecanoil)- acetil-glicerol #2910 - 14,9 EM
(51) / Figura 26
* octadecenoil-diacetil-glicerol #2973 - 12,1 EM
(52) / Figura 18
* (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)- acetil- #3097 - 12,8 EM
glicerol (53)/ Figura 27
* (3-acetoxi-6-hidroxi-eicosanoil)- acetil-glicerol | #3257 - 6,3 EM
(55) / Figura 28
Identificados - - 70.4 -

IR,-Indice de Retengdo calculado (Van den Dool, 1963); EM- Espectro de Massas; * Estrutura sugerida a partir do estudo de seu
espectro de massas; IR* - # Valor estimado a partir da equaciio da reta
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"Tabela 10. Composi¢io quimica do éleo de Oncidium hookeri

Substancia IR, IR, Abund. Relativa (%) Método de identificagio
1, 3-diacetil-glicerol (57) 1251 - t EM, CP
Hexacosano (64) 2600 2600 t IR, EM
Heptacosano (65) 2700 2700 t IR, EM
* (3-acetoxi-octadecanoil)-acetil- glicerol (66) / | 2889 2,2 EM
E47
* (3-acetoxi-eicosanoil)-acetil-glicerol (67) / E48 | 3094 13,7 EM
* eicosenoil- diacetil —glicerol (68) / E49 3135 12,8 EM
* (3-acetoxi-eicosenoil}- acetil-glicerol (69) / 3365 27,3 EM
Figura 19
* (3-acetoxi-docosenoil)-acetil-glicerol (70) / | 3565 52 EM
Figura 20
Identificados - - 61,2 -

IR,-Indice de Retengao calculado (Van den Dool, 1963); [Ry-Indice de Retengdo da literatura (Adams, 1995); IR~ Indice de
Retengdo (comparacio do Indice de Retenggo calculado com o fndice de Retencéo da literatura);

EM- Espectro de Massas; CP — Coinjegfio de Padriio; * Estrutura sugerida a partir do estudo de seu espectro de massas; E48 -
Espectro 48 (ver espectros)

3]



OLEOS FLORAIS

Tabela 11. Composigéo quimica do 6leo de Oncidium praetextum

Substincia IR, IRy  Abund Relativa (%) Método de identificagéo
a-copaeno (71) 1375 1372 t IR, EM
Acido hexadecanéico (72) 1974 - 4,7 EM
Acido linoléico (73) 2050 - 8,1 EM
Tricosano (74) 2300 2300 6,2 IR, EM
Tetracosano (75) 2400 2400 3,7 IR, EM
Pentacosano {76) 2500 2500 3,9 IR, EM
Hexacosano (64) 2600 2600 34 IR, EM
Nonacosano (77) 2900 2900 3,6 IR, EM
Triacontano (78) 3000 3000 2,7 IR, EM
Heneitriacontano (79) 3100 3100 28 IR, EM
Tocoferol (86) 3157 - 1,1 EM
* (3-acetoxi-eicosenoil)- acetil-glicerol #3205 - 1,5 EM
(81)/E50
* (3-acetoxi-eicosenoil)- acetil-glicerol #3365 - 9,2 EM
(69) / Figura 19
* (3-acetoxi-eicosenoil)-diacetil-glicerol #3435 - 1,6 EM
(82)/ES51
Identificados - - 52,5 -

IR,-Indice de Retengao calculado (Van den Dool, 1963); IR,-Indice de Retengéo da literatura (Adams, 1995); IR- Indice de
Retengio (comparagao do Indice de Retengo calculado com o indice de Retencio da literatura);

EM- Espectro de Massas (Comparagio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil
compostos); 1~ trago; * Estrutura sugerida a partir do estudo de seu espectro de massas; # Valor estimado a partir da equaggo da
reta; E50 — Espectro 50 (ver espectros)
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Tabela 12. Composi¢do quimica do 6leo de Oncidium varicosum

Substéncia IR, IR,  Abund. Relativa (%) Método de identificaciio
Acido hexadecanéico (71) 1974 - 29,7 EM
Hexadecanocato de etila (83) 1996 1993 34 EM
Acido linoléico (73) 2050 - 3,5 EM
Tricosano (74) 2300 2300 1,3 IR, EM
Heptacosano (65) 2700 2700 2,0 IR, EM
Octacosano (84) 2800 2800 09 IR, EM
Nonacosano (77) 2900 2900 6,1 IR, EM
Triacontano (78) 3000 3000 1,4 IR, EM
Heneitriacontano (79) 3100 3100 33 IR, EM
Tocoferol (80) 3141 - 34 EM
Stigmasterol (85) 3232 - 4,7 EM
Clionasterol (86) 3287 - 15,9 EM
* (3-acetoxi-eicosenoil)-diacetil-glicerol #3435 - 6,8 EM
(82) / E51
Identificados - - 82,5 -

IR,-Indice de Retengio calculado (Van den Dool, 1963); IRb-Inglicc de Retenclio da literatura (Adams, 1995); IR- Indice de
Retengéo (comparagdo do Indice de Retengdio calculado com o Indice de Retengdo da literatura);

EM- Espectro de Massas (Comparagiio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquiride na biblioteca Wiley / 270 mil
compostos); * Estrutura sugerida a partir do estudo de seu espectro de massas; # Valor estimado a partir da equagiio da reta; E51

- Espectro S1 {ver espectros)
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Tabela 13. Composicdo quimica do éleo de Oncidum pumilum

Substéncia IR, IR, Abund. Relativa (%) Método de identificaciio
acetil-glicerol (56) 1123 - t EM
Indol (87) #1263 1288 t EM
a-cubebeno (88) 1352 1351 1.6 IR, EM
a-copaeno (71) 1372 1376 t IR, EM
B-cubebeno (89) 1384 1390 2,6 IR, EM
Trans-B-cariofileno (90) 1420 1418 0,6 IR, EM
Cis- 4(14),5-dieno- Murola (91) 1451 - 1,9 IR, EM
Epi-cubebol (92) 1494 1493 2,7 IR, EM
E, E- a-farneseno (93) 1509 1508 3,0 IR, EM
Dodecanoato de metila (94) #1531 1525 10,5 EM
Elemicina (95) 1559 1554 1,6 IR, EM
Globulol (96) 1587 1583 t IR, EM
Cubenol (97) 1646 1642 1,1 IR, EM
Cinamato de butila (98) 1678 - 0,7 IR, EM
2-pentadecanona (99) 1704 - 34 EM
(E, E)-farnesol (100) 1727 1722 t IR, EM
tetradecanoato de metila (101) 1827 1726 3,5 EM
Acetato de farnesila (102) 1841 1843 t IR, EM
2-heptadecanona (103) 1904 - 57 EM
2-Acetoxi-heptadecano (104) #2011 - 1,8 EM
8,11-Octadecanoato de metila (105) | # 2098 - 52 EM
Octadecanoato de metila (106) 2102 2128 0,6 EM
2-eicosanona (107) #2240 82 EM
Pentacosano (76) 2500 2500 9,8 iR, EM
Heptacosano (65) 2700 2700 13,0 IR, EM
Nonacosano (77) 2900 2900 3.1 EM
Identificados - - 80,6 -

IR.-Indice de Retencilo calculado (Van den Dool, 1963); IRy-Indice de Retencaio da literatura (Adams, 1995); [R- Indice de Retengdo (comparaglio
do Indice de Retencdo calcuiado com o Indice de Retencdo da literatura);

EM- Espectro de Massas-(Comparacdo do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil compostos); t —
trago; # Valor estimado a partir da equacio da reta
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Tabela 14. Composicdo quimica do 6leo de Gomesa crispa

Substdncia IR, IR, Abund Meétodo de identificagéio
Relativa (%)
a~copaeno (71) 1381 1376 5.0 IR, EM
Trans-B-cariofileno (90) | 1426 1418 34.0 IR, EM
B-gurgujenc (108) 1436 1432 21.2 IR, EM
Z-o-bisaboleno (72) 1509 1503 8.3 IR, EM
Eneicosanc (109) 2100 2100 215 IR, EM
Identificados - - 94.0 -

IR,-Indice de Retengdo calculado (Van den Dool, 1963); [Rw-Indice de Retengdo da literatura (Adams, 1995); IR- Indice de Retenc&o {comparago
do Indice de Retencglio calculado com o Indice de Retenglio da literatura);
EM- Espectro de Massas (Comparagiio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil compostos); # Valor
estimado a partir da equagiio da reta

Tabela 15 -Composigio quimica do 6leo de Gomesa recurva

Substéncia IR, IR, Abund. Relativa (%) Método de identificagio
Ciclosativeno (110) | 1366 1367 4,4 IR, EM
o-copaeno (71) 1378 1376 14,3 IR, EM
B-cariofileno (90) | 1421 1478 2,5 IR, EM
Eneicosano (109} | 2100 2100 36,3 IR, EM
Dodocosano (111) | 2200 2200 t IR, EM
Tricosano (74) 2300 2300 4,0 IR, EM
Tetracosano (75) | 2400 2400 3,7 IR, EM
Pentacosano (76) | 2500 2500 39 IR, EM
Hexacosano (64} | 2600 2600 3,5 IR, EM
Heptacosano (65) | 2700 2700 2,3 IR, EM
Identificados - - 89,2 -

IR,-Indice de Retengdo calculado (Van den Dool, 1963); IR,-Indice de Retengéo da literatura {Adams, 1995); IR- indice de Retengiio (comparagio
do Indice de Retenclio calcuiado com o Indice de Retenglio da literatura);

EM- Espectro de Massas (Comparaglio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil compostos); t ~
trago
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Tabela 16 -Composigio quimica do éleo de Gomesa sp.

Substincia IR, IR, Abund. Relativa(%) Método de identificagdo
4.metoxi-acetofenona (112) 1332 1348 t EM
o-Copaeno (71) 1390 1376 31,7 IR, EM
Vanilina (113) 1408 1391 t IR, EM
B-Cariofileno (89) 1430 1418 24 IR, EM
y-Muuroleno (114) 1482 1477 t IR, EM
Germacreno-d (115) 1487 1480 5,9 IR, EM
(E, E)}-o-Farneseno (92) #1519 1508 1,2 IR, EM
§-Cadineno (116) 1523 1524 1,6 IR, EM
o-dimetil-o-lonone (117) 1554 - 3,1 EM
Ac. Tetradecanéico (118) #1757 - 1,9 EM
(E, E)-Acetato de famesila (102) | 1832 1843 1,7 IR, EM
Nonadecano (119) 1900 1900 1,3 IR, EM
Ac. Hexadecanéico (72) 1962 - 28,5 EM
Eicosano (120) 2000 2000 1,6 IR, EM
Eineicosano (109) 2100 2100 10,4 IR, EM
Identificados - - 91,3 -

IR,-Indice de Retenclio calculado (Van den Dool, 1963); [Ry-Indice de Retenglio da literatura (Adams, 1995); IR- Indice de Retengao (comparagiio
do Indice de Retengio calculado com o indice de Reta da literatura); '

EM- Espectro de Massas (Comparagio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil compostos); 1 -
trago; # Valor estimado a partir da equagio da reta
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I1.3.7 Estudo das fragréncias florais de Oncidium pumilum e Gomesa crispa

Foi verificado a presenca de compostos volsteis na composi¢io dos dleos das estruturas
- elai6foras de O. pumilum e em todas as espécies do género Gomesa. Essas substincias
geralmente sdo detectadas em fragrancias florais. Foi entfio investigada a composicio da
fragrancia floral da espécie de O. pumilum e de Gomesa crispa, com o intuito de verificar as
semelhangas entre a composi¢o quimica dos 6leos florais e das fragrincias florais.
Varios compostos estiio presentes tanto no 6leo quanto na fragrincia, como a elemicina e
0 dodecanoato de metila em O. pumilum (Tabelas 13 e 17) e 0 a-copaeno ¢ o B-cariofileno em G.
crispa (Tabelas 14 ¢ 18), evidenciando portanto, que estas glindulas florais produzem também
~ fragréncias florais.
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Tabela 17- Composicéo quimica do fragrancia floral de Oncidium pumilum

Substéncia IR, IR, Abudéncia relativa(%) Método de identificagiio
Linalol (120) 1102 1098 51 IR, EM
Hexanoato de butila (121) 1189 1188 2,7 IR, EM
u-Terpineol (122) 1194 1189 t IR, EM
2-Undecanona (123) 1294 1291 3,9 IR, EM
Decanoato de metiia (124) #1324 1326 4,1 IR, EM
Hexanoato de hexila (125) 1385 1383 1,0 IR, EM
Trans-Cariofileno (90) 1419 1418 0,8 IR, EM
{E, E}-o.-Farneseno (82) 1504 1508 9,0 IR, EM
Dodecanoato de metila (100) 1526 1525 42.0 EM
Elemicina (95) 1547 1554 6,3 IR, EM
Cinamato de butila (98) 1676 - t EM
2-pentadecanona (99) 1697 - 3,5 EM
(£, E)-Farnesol (100) 1714 1722 0,9 IR, EM
Tetradecanoato metila (101) 1724 1726 t IR, EM
(E, E)-Acetato de farnesila (102) | 1832 1842 2,0 IR, EM
2-Heptadecanona (103) #1898 - 1,3 EM
Identificados - - 82,6 -

IR,-Indi¢¢ de Retenclio calculado (Van den Dool, 1963); IRy-Indice de Retengdio da literatura (Adams, 1995); IR- Indice de Retengdo (comparagiio
do Indice de Retengio calculado com o Indice de Retenclio da literatura);

EM- Espectro de Massas (Comparagio do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wilsy / 270 mil compostos); t —
traco;#  Valor estimado a partir da equagsio da reta
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Tabela 18 - Composic#o quimica do fragrancia floral de Gomesa crispa

Substincia IR, IR,  Abudincia relativa(%) Meétodo de identificago
a-Pineno (126) #0948 0939 t IR, EM
B-Mirceno (127) #0094 0991 t IR, EM
Decano (128) 1000 1000 ‘ t IR, EM
Limoneno (129) #1030 1031 t IR, EM
Trans-B-ocimene (130) 1046 1050 8.5 IR, EM
orto-Guaicol (131) 1089 1086 t IR, EM
a-cubebeno (132) 1349 1350 t IR, EM
Cicloasativeno (109) 1367 1368 t IR, EM
c.~copaeno (71) 1378 1376 241 IR, EM
Trans-P-cariofileno (90) 1424 1418 24.5 IR, EM
Diidro-B-ionone (133) 1438 - 52 EM
Allo-aromadendreno (134) | 1465 1461 t IR, EM
B-ioncna (135) 1488 1485 t IR, EM
E, E-g-farmeseno (93) 1509 1508 16.2 IR, EM
8-cadineno (116) 1528 1524 23 IR, EM
Identificados - - 80,8 -

IR,-Indice de Retenglio calculado (Van den Dool, 1963); IRy~Indice de Retengfio da literatura (Adams, 1993); IR- Indice de Retencio (comparagio
do Indice de Retengdio calculado com o Indice de Retengaio da literatura;

EM- Espectro de Massas (Comparagdo do Espectro de Massas obtido com o espectro adquirido na biblioteca Wiley / 270 mil compostos);, 1—
trago; # Valor estimado a partir da equagéio da reta
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I1.3.7 Conclusdes do Estudo sobre Oleos Florais

Nas andlises dos 6leos florais foi observado que as espécies O. pubes, O. trucatum, O.
hookeri, O. praetextum ¢ O. varicosum produzem, em suas estruturas elaiéforas, compostos que
sdo necessarios na dieta alimentar de insetos como os 4cidos graxos, ésteres de glicerila,
esterfides e o a-tocoferol. Muito destes compostos foram encontrados também em 6leos de
estruturas elai6foras de flores polinizadas por abelhas coletoras de leos florais.

Dentre as espécies de Oncidium estudadas o 6leo de O. pumilum (Tab. 13) mostrou-se
distinto dos demais, pois apresentou maior abundincia de sesquiterpenos, ésteres,
hidrocarbonetos e cetonas. Estes compostos nfo s&o necessérios na dieta de insetos. No entanto,
abelhas coletoras de 6leos também coletam de flores, 6leos para construgdio de seu ninho, afim de
impermeabiliza-lo ou protege-lo contra fungos e bactérias (Simpson & Neff, 1981). Foi
observado em um estudo que o ninho da abelha Macropis nuda (Melittidae) apresenta em sua
composi¢do as cetonas 2-pentadecanona ¢ 2-heptadecanona, estando estas cetonas também
presentes nos Sleos de O. pumilum, sendo indicio de que este 6leo possa ser coletado por abelhas
para a construgéo de seu ninho.

As espécies de Oncidium podem ser divididas em trés grupos de acordo co a similaridade
dos constituintes presentes nos 6leos florais: O grupo 1 é composto pelo O. pubes, O. trucatum e
O. hookeri devido a alta abundancia de ésteres de glicerila em seus 6leos florais. O grupo 2 é
formado por O. praetextum e O. varicosum devido a baixa abundancia de ésteres de glicerila e a
presenca do a-tocoferol. O grupo 3 - € composto apenas por O. pumilum pois esta espécie
mostrou-se muito distinta das demais espécies de Oncidium analisadas, por ndo apresentar acidos
graxos livres, esteréides, ou ésteres de glicerila esterificados com um 4cido graxo cadeia longa.

Os 6leos florais das espécies do género Gomesa (Orchidaceae) apresentaram poucos
constituintes, dentre os quais, sesquiterpenos, acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeia normal.
- Néo foi observado nestas espécies de Gomesa compostos derivados do glicerol. Estes 6leos
podem ser coletados por outro tipo de polinizador ou utilizado de outra forma pelo polinizador,
ou pode ainda ser usado em processos metabélicos pela flor, sugerindo portanto a necessidade de

mais estudos com este género.
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L de glicerila' encontrados nds dleos florais de Oncidium. A microreago com dissulfeto de

Os padrdes sintéticos auxiliaram a identificagfio e sugestdes estruturais dos vérios ésteres

dimetila mostrou-se vidvel para detectar a posi¢io da ligagdo dupla em ésteres de glicerila como
o encontrado no 6leo floral de O. pubes.

O espectro de RMN dos dleos florais de O. pubes e O. hookeri mostrou-se muito simples,
'viabilizando por isto, ndio s6 identificagdo da posicdo do grupo acetoxi na cadeia lateral, mas
também o tipo de substituicio na porgio do glicerol.

Vérios compostos estio presentes tanto no 6leo floral quanto na fragrincia floral de O.

pumilum (Tabelas 13 e 17) e de G. crispa (Tabelas 14 e 18), evidenciando portanto, que estas
glandulas florais produzem também fragrancias florais.
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CONCLUSOES GERAIS

" 3. Concluséo Final

No transcorrer do presente trabalho foi possivel estudar as fragrincias das espécies

Stanhopea  lietzeii, Stanhopea insignis, Polystachya estrellensis, Psilochilus modestus,

Epidendrum secundum, Oncidium pumillum ¢ Gomesa crispa pela técnica de “headspace

dinfimico”. Foi possivel observar que existem uma diferenga na composigio quimica da
fragréncia de flores polinizadas por abelhas e por borboletas, pois as fragrincias de flores
polinizadas por abelhas apresentam em sua composigdo substincias aromaticas e monoterpénicas,
enquanto a espécie polinizada por borboletas apresenta em sua composicio compostos
sesqueterpénicos, nfo sendo detectado a presenca nem de compostos aromaticos nem
monotepénicos.

A presenca de compostos coletados por insetos nos 6leos de O. pubes, O. truncatum, O.
hookeri, O. varicosum, O. enderianum ¢ O. pumillum sugere que estes dleos possam ser
coletados também por abelhas coletoras de 6leo. Sendo assim, estes 6leos seriam a recompensa e
portanto, a estratégia da flor para atrair o polinizador, nfo podendo estas espécies serem
classificadas como flores de engano como sugerido para vérias espécies deste géneros.

Os oleos florais das espécies do género Gomesa (Orchidaceae) apresentaram poucos

~ constituintes, dentre os quais, sesquiterpenoides, acidos graxos e hidrocarbonetos de cadeia

normal. N&o foi observado nestas espécies de Gomesa compostos derivados do glicerol. Estes

6leo podem ser coletado por outro tipo de polinizador ou utilizado de outra forma pelo

- polinizador, ou pode ainda ser usado em processos metabélicos pela flor, sugerindo portanto a

- necessidade de mais estudos com este género.

A estrutura produtora do dleo floral em O. pumilum e G. crispa também ¢ a produtora da

fragréncia, ja que os vérios compostos foram detectados tanto na anilise do 6leo floral quanto na

- anélise da fragrancia floral.

A sintese dos padrdes foi de grande importéncia para validar as sugestdes estruturais dos

compostos encontrados nos 6leos dos varios Oncidium. Observamos também a viabilidade da

- microrea¢do com dissulfeto de dimetila para detectar a posigéo da ligacio dupla em ésteres de

glicerila como o encontrado no 6leo floral de O. pubes.
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E importante salientar que os padrdes 4, 6, 7 e 8 foram obtidos a partir de composto
enantiomericamente puro (D-manitol), sendo assim estes auxiliario a determinagdo da
configuragéio absoluta dos componentes dos 6leos florais de Oncidium, em etapas futuras desta
linha de pesquisa.

Os diacilgliceréis encontrados majoritariamente em trés das seis espécies de Oncidium
sdo particularmente interessantes. Diacilglicerdis, diferente dos monoacilgliceréis e
triacilglicerdis, apresenta a propriedade de ativar a proteina quinase C e por isto, vem recebendo
grande aten¢do nos ultimos tempos (McNamara er. al., 1984, Bijleveld et. al, 1988, Roldan &
Harrison, 1992, KaWanda, et. al,, 1993). A proteina quinase C participa de forma efetiva no
processo de transmissdo de sinais extra celulares para dentro da célula, como realizados por
certos horménios, neurotrasmissores, alguns fatores de crescimento e outras substincias
biologicamente ativas (Kishi & Rando, 1998, Nishizuka, 1992, Nishizuka, 1986). Por isto, tal
- atividade desperta a curiosidade acerca da utilidade destes leos para abelhas polinizadoras, ou

seja, se estes oleos possuem outras funcdes além da construgéo de ninhos ou de fonte alimentar.
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4. Parte Experimental

4.1 Materiais e Métodos:

¢ Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente puros e ou indicados pelos
fabricantes, para uso em sintese orgénica. Sempre que houve necessidade de regentes e solventes

com um grau maior de pureza, foram utilizados os métodos gerais de purificagio descritos na
literatura (Perrin ef al. 1980)

¢ Os procedimentos experimentais aqui descritos referem-se aos melhores resultados obtidos em

laboratdrio.

¢ As reagOes sensiveis & umidade foram realizadas em atmosfera de argdnio seco e utilizando
vidrarias previamente secas em estufa a 180°C. A secagem do argdnio foi realizada, passando o
gas, inicialmente, por um condensador, resfriado a -78°C, em seguida, através de cinco frascos de
adsorgdo, conectados entre si ¢ contendo, respectivamente: silica gel ativada, cloreto de calcio

anidro, peneira molecular de 4 A (4-8 mesh), pentéxido de fosforo e peneira molecular de 4 A,

respectivamente.

¢ As cromatografias de adsor¢fo em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas da marcar
Merck

¢ A determinacdio da posicdo de um composto sobre as placas de CCD foram obtidas
pulverizando a superficie do adsorvente com uma mistura de p-anisaldeido (0,5 mL), &cido
acético glacial (50 mL) e 4cido sulfarico concentrado (1 mL). Apés a pulverizacdo, as placas

eram aquecidas até o aparecimento de manchas coloridas ((Reativos Merck, 1980).

¢ As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica gel-60 (0,05-0,20 mm; 70-230
mesh). As dimensdes das colunas de vidro e as quantidades de adsorventes utilizadas, variaram
. de acordo com a quantidade de material cromatografado. A relagéo entre o material a ser
| cromatografado ¢ o adsorvente variou de 1:30 até 1:50, respectivamente. As eluigBes dos

compostos da coluna foram obtidas empregando solventes organicos em ordem crescente de
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polaridade. O controle de pureza das frages era realizado através de C.C.D., sendo reunidas
todas aquelas fragGes que apresentavam semelhangas.

¢ Os compostos sintetizados foram' purificados pelos métodos usuais (i.e., cromatografia,
cristalizagdo, destilagdo etc.). Foram considerados puros, quando apresentavam, um Unico pico
por cromatografia em fase gasosa e ou um intervalo de ponto de fusdo de no méximo 2°C,

quando sélido, ou um pontb de ebuligfio constante, se liquido.

¢ Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho da firma MicroQuimica, modelo
MQAPF-301, com registrador automético de temperatura, acoplado a um microscopio de luz
polarizada da firma Carl Zeiss. Os pontos de fus#o ndo sofreram correcdes.

¢ As rotagdes Opticas foram determinadas 4 temperatura ambiente, em um polarimetro da firma
Carl Zeiss, modelo Polamat A, com precisgo de 0,005°. Para as medig¢des, foram empregadas uma
lémpada de vapor de merctrio (546 nm), uma cela de vidro de 1 cm de espessura € o cloroférmio,
como solvente. Para calcular as rotagSes especificas [a], a 20°C e em relagdo ao comprimento de

onda da raia D do sédio (589 nm), foram empregadas as seguintes equagdes, recomendadas pelo
fabricante:

ay = a2 [1+0,000143(s - 20)]

20
a12° = a ;
[a 1 1,17543.¢.1
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al = rotagfo Optica lida no aparelho, a uma temperatura "t"
qualquer e no comprimento de onda de 546 nm;

a? = rotagdo Optica corrigida para a temperatura de 20°C;

[2]¥ = rotagHo especifica a 20°C, em relagdo ao comprimento
de onda de 589 nm;

c =  concentragio da amostra em gramas por mililitros;

! =  comprimento da cela em decimetros.

- ¢ Os espectros de absorgdo na regifio do infravermelho foram registrados em um
espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 1600-FTIR, com transformada de Fourier. As amostras
solidas foram examinadas em pastilhas de KBr ¢ as liquidas na forma de um filme, entre placas
- de NaCl. As absorg¢des foram expressas em nimero de onda (cm™). Como referéncia interna foi

utilizada a absorg@o em 1601 cm™ do poliestireno.

¢ Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio de 300, 06 MHz e 499.88 MHz,
foram obtidos & temperatura ambiente, nos espectrémetros das firmas: Varian (modelo Gemini-
300) e Varian (modelo Inova-500). Os deslocamentos quimicos foram fornecidos em ppm,
utilizando como referéncias interna o tetrametilsilano (8 = 0 ppm). As constantes de acoplamento
foram fornecidas em Hertz (Hz). Para as atribui¢des das multiplicidades dos sinais nos espectros,
recorreu-se, quando necessério, 4s expansdes dos mesmos; estas, entretanto, nem sempre sio

mostradas nas figuras dos respectivos espectros.

¢ Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 desacoplados a 75.46 MHz e
125.69 MHz, foram obtidos & temperatura ambiente, nos espectrdmetros das firmas: Varian
(modelo Gemini-300) e Varian (modelo Inova-500). Os deslocamentos quimicos foram
fornecidos em ppm, utilizando o trimetilsilano como referéncia interna (8= 0 ppm). A
interpretagdo dos dados foi realizada com o auxilio dos espectros de RMN de *C obtidos pela
técnica DEPT a 135° onde: CH;/CH = sinais positivos, CH; = sinal negativo e C, (quaternério) =
sinal de intensidade zero ¢ RMN de *C DEPT a 90° onde s6 aparecem os sinais de CH.
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¢ As analises por espectometria de massas das amostras foram obtidas em um espectrdmetro da
firma Micromass, modelo VG AutoSpec, 4 70 eV.

¢ CG/EM - cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa, utilizando um
cromatografo a4 gés da firma Hewlett Packard (modelo HP-MSD 5890-serie IT) acoplado a um
detetor de massas do mesmo fabricante (modelo HP-MSD 5970), operado a 70 eV. O
cromatografo era equipado com colunas capilares de silica fundida dos tipos: HP-5 (30 m x 0,25
mm X 0,25 um). Como gés de arraste, foi empregado o hélio. As inje¢des das amostras liquidas
foram da ordem de 1 pL da solugio da mesma, em diclorometano (Fragréncia florais) ou acetato

de etila (6leos florais).
Para fragrancias florais:

Programa 1- O programa de temperatura empregado foi o seguinte: T = 50°C (1
min.):-.>4°C/min.=>Tf= 290°C (5 min.), com as temperaturas do injetor e do detetor em 220°C e

290°C, respectivamente.
Para os éleos Florais:

Programa 2- O programa de temperatura empregado foi o seguinte: T; = 50°C (1
min.}=4°C/min.=>T¢= 290°C (15 min.), com as temperaturas do injetor e do detetor em 240°C ¢
290°C, respectivamente.

Para o dleo apds a reagdo com dissufeto de dimetila

Programa 3- O programa de temperatura empregado foi o seguinte: T; = 50°C (1
min.)=4°C/min.=>T¢= 290°C (45 min.), com as temperaturas do injetor e do detetor em 240°C e

290°C, respectivamente.

- ¢ Os indices de retengfo foram calculados a partir da coinjegio da fragrancia floral com uma

- mistura padrfio de hidrocarbonetos, C;-Cs3, sobre as mesmas condigSes de equipamento

descritas acima e com aplicagéo da equacfio de Van den Dool e Kratz (1963).

IR= [(Ts-Tcn-1)/(Tcn— Tcn1)] X 100 + 100 x N (Equacdo de Dool ¢ Krats, 1963)
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Onde:
Ts- Tempo de retengiio da substéncia analisada
T - Tempo de retengio do n-alcano que elui antes da substéncia analisada
Tca - Tempo de retengéio do n-alcano que elui depois da substéincia analisada
N - Numero de carbonos do n-alcano que elui antes da substéncia analisada

Para algumas substancias nfio foi possivel calcular o indice de retengdo pela equaggo de
Van den Dool devido a auséncia de dados (ex. algumas substincias da fragrancia apresentam
tempo de retengdo inferior ao tempo de retengio do hidrocarboneto undecano-Ci;). Para estas
substéncias o valor do indice de retengfo foi estimado a partir da equac#io da reta, e esta equagfio
foi obtida pelo método matemético de regressao linear utilizando o conjunto dados, indices de

retencdo e tempos de retengdo, das demais substincias desta fragrincia.

Foram utilizadas espécies de Orchidaceae coletadas na regidio sudeste e cultivadas em
casa de vegetagdo no Instituto de Biologia da UNICAMP.

4.2 Obtencéio dos éleos florais — Estruturas Elaiéforas

A coleta dos 6leos das estruturas florais, elai6foros, foi realizada com o auxilio de
microscopio, utilizando pequenos tubos capilares que foram introduzidos nos pontos onde os
6leos eram exudados. Também foi possfvel coletar estes 6leos com a introducdio de pequenas tiras
de papel de filtro previamente tratados em soxhlet ( acetato de etila ). Em seguida os 6leos foram
extraidos com acetato de etila e concentrados sob fluxo de nitrogénio. As amostras assim obtidas
foram mantidas sob refrigeracdo até o momento da analise. Em razdo das baixas quantidade de
material coletado o método escolhido para identificacdo dos constituintes foi Cromatografia

gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
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Tabela 18. Dados sobre as espécies do género Oncidium e Gomesa

Espécies' Dados da Coleta Epocas de inflorescéncias
Oncidiun pubes E. R. Pasarin, 547 Outubro
Oncidium trucatum R. B. Singeret. al., sn Janeiro
Oncidiun hookeri R. B. Singeret. al., sn Abril
Oncidiun enderianum R. B. Singer et. al., sn Margo
Oncidiun varicosum A.D. Faria & E. R. Pasarim, sn Margo
Oncidiun pumilum M. C. E. Amaral & V. Bittrick, sn Janeiro
Gomesa crispa E. R. Pasarin, 272 Fevereiro/
Gomesa recurva A.D. Faria et. al., sn Fevereiro
Gomesa sp. A.D.Fariaet. al., sn Fevereiro

"Espécies depositadas no herbario da UNICAMP

4.3 Obtenciio das Fragrincias Florais

4.3.1 Anilise por injecio de sélidos

As partes da flor, sépala, pétala e labelo, foram retiradas de flores recém coletadas e com

o auxilio de pinga, estilete e agulha foram introduzidas separadamente no injetor de sélidos e em

seguida injetadas no CG/EM.

4.3.2 Headspace estdtico- Microextra¢io em fase sélida com as flores na planta

Um tubo de vidro com duas aberturas em extremidades opostas, foi fechada com um septo

numa das extremidades e na outra extremidade foi inserida a flor ou inflorescéncia (planta viva) e

fechada com papel aluminio afim de concentrar os volateis neste ambiente, ap6s 30 minutos foi

acoplado ao septo o sistema de microextragdo em fase sélida contendo a fibra (carboxem) que foi

exXposta a atmosfera saturada com os volateis (sistema semalhante - Figura 6). Ap6s 1 hora a fibra

foi recolhida e em seguida inserida no equipamento de CG/EM para dessorcdo e andlise dos

compostos volateis que foram adsorvidos pela fibra.
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4.3.3 Headspace estitico — Microextraciio em fase sélida com flores coletadas

Em um tubo de vidro foi adicionado 4g de flores recém coletados e 7 mL de agua, este

sistema foi fechado, mantido sobre agitagfio ¢ banho de 4gua aquecido a S0°C apds 30 minutos o

sistema de microextragdo em fase s6lida foi acoplado e a fibra (carboxem) exposta a atmosfera
saturada com os volateis. Apds 1 hora a fibra foi recolhida ¢ em seguida inserida no equipamento

de CG/EM para dessorgio ¢ analise dos compostos Voléteis que foram adsorvidos pela fibra.

4.3.4 Headspace dindmico — Polimero Porapak-Q _

Um tubo de vidro (do tamanho aproximado da flor ) foi construido com uma abertura para
inserir a flor e outra oposta para conectar o tubo de vidro (Scm de comprimento e 0,5 centimetro
de didmetro interno) contendo 30-60mg de porapak-Q 80-100 mesh ¢ 14 de vidro (ambos
previamente tratados com solvente e ativados a 150°C sob vécuo). O ar contendo a fragrincia da
flor foi arrastado a um fluxo de 500mL/min, por meio de uma bomba operando a pilha num
peﬁodo de 2 a 4 horas. Apds este tempo interrompeu-se a sucgio € o tubo contendo os compostos
adsorvidos foi desconectado do sistema. O processo de dessor¢@io dos voléteis foi realizado
utilizando uma pequena quantidade de diclorometano aproximadamente 1,5mL, a remogéo do
solvente foi realizada utilizando um leve fluxo de nitrogénio ou argbnio, até atingir a
concentracio de aproximadamente 20pL. Simultaneamente a andlise dos voldteis foi feita uma
andlise que mimetizava as condigdes da analise dos voldteis ou seja foi montado ao mesmo
tempo um sistema idéntico e sob as mesmas condigBes, s6 que neste sistema néo estava presente
a flor, a finalidade desta andlise foi com o intuito de verificar a presenga de possiveis
interferentes vindos do ambiente laboratorial em nossa amostra. Em seguida as amostras
coletadas foram analisadas por CG/EM.
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Tabela 19. Hordrio de adsorgfo das fragrincias florais

Espécies Hordrio da extrac@io das fragrincias (hs)
Stanhopea lietzeii 14:45 - 16:45
Stanhopea insignis 13:45-17:30
Polystachya estrellensis 10:00 - 17:30
Psilochilus modestus 13:30-18:30
Epidendrum secundum 16:55 - 13:55

Tabela 20. Dados sobre as espécies S. lietzeis, S. insignis,

P. estrellensis, P. modestus e E, secundum

Espécies Dados da Coleta Epoca de
* inflorescéncia
Stanhopea lietzeii E. R. Pasarin, 88 Janeiro
Stanhopea insignis E. R. Pasarin, 710 Janeiro
Polystachya estrellensis | E. R. Pasarin, 245 Dezembro
Psilochilus modestus | E. R. Pasarin, 132 Janeiro
Epidendrum secundum | E. R. Pasarin, 190 Setembro

"Espécies depositadas no herbario da UNICAMP
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4.4 Sintese de padrdes

4.4.1) -1,2:5,6 — Diisopropilideno-D-manitol, 2 (Cit6, 1994), (Eibl, 1981), (Schmid & Jerry,
1991) '

262.30

Tratamento do cloreto de zinco- Em um baldo foi adicionado 7.5 de cloreto de

zinco dmido e aquecido até fundir sobre bico de Bunsen. O aquecimento foi mantido
e com auxilio de uma linha de vicuo reduziu-se a pressdo dentro do baldo, observou-
se imediatamente a formacdo de uma coloragdo amarelada, neste instante o véacuo foi
interrompido inserindo-se um fluxo de gés seco inerte (N3), e o baldo foi resfriado em

dessecador. O cloreto de zinco foi em seguida utilizado na reagéo.

A uma solugéio de cloreto de zinco (6,7g, 49,5mmol ) em acetona (50 cm) adicionou-se
D-manitol (5,0g, 27,5mmol) sob atmosfera de nitrogénio, a 0 °C e deixou-se sob agitagfo por 30
minutos ¢ & temperatura ambiente durante 17 horas. Em seguida adicionou-se cloroférmio (25
cm’) e solugo saturada de NaCl (25 cm®). A fase aquosa foi extraida com cloroférmio (3 x 20
cm®), ¢ em seguida fase orgénica foi lavada com solu¢fio de hidréxido de aménia a 5% (2 x 50
cm®) e tratada com sulfato de sédio anidro. A fase cloroférmica foi evaporada até secar (3.6g).
Ao residuo foi adicionado éter de petréleo. A mistura foi aquecida até ebulicdio durante 40
* ‘minutos. O D-manitol que ndo reagiu, permaneceu insolivel no éter de petréleo e foi removido
por filtragio a queﬁte. Com o resfriamento houve cristaliza¢iio em forma de agulhas brancas e
apos filtragéo obteve-se o produto cristalino (2.9g, 40%).

Forma fisica: Sdlido branco

107



PARTE EXPERIMENTAL

PF: 116,8-118,9 °C (Lit'. 118-120 °C)

IV (KBr) vmax cm™ : 3310, 2982, 2938, 1068. (E1)

RMN 'H (499,88 MHz; CDCL) &: 1.39 (6H, s, 2CH;); 1.41 (6H, 5,2 CH;); 2.68 (2H,
OH); 3.74 (2H, t, J=6,4 Hz, H-3 e H-4); 3.98 (2H, dd, J= 5,6 e 8,4 Hz, H-1" e H-6%); 4.12 (2H,
dd,J=5.8 ¢ 8.1 Hz, H-1 e H-6); 4.18 (2H, ddd, J; =/ 7=J; ~ 6.4 Hz, H-2 ¢ H-5). (E2)

RMN °C (125.69 MHz; CDCl;) 5: 109.63 (2C, Co); 76.45 (2C, C-3e C-4); 71.39 (2C, C-
2 ¢ C-5); 66.98 (2C, C-1 ¢ C-6); 25,43 (2C, C-7 ¢ C-8); 26.96 (2C, C-7’ & C-8"). (E3), (E4)

4.4.2) - 2,3-O-Isopropilideno-D-glicerol, 3 (Cit, 1994), (Eibl, 1981), (Schmid & Jerry, 1991)

CeH 1,03
132.15

A uma suspensio de 1,2:5,6-diisopropilideno-D-manitol (3,0g, 11.4mmol) em soluggio
aquosa de bicarbonato de sddio (5%, 30 cm3), sob agitagdo vigorosa, a 0°C, adicionou-se 7 cm®
de solugdo de periodato de sédio (M = 2 mol em dgua), gota a gota. A agitaglio foi mantida
durante uma hora a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado etanol (90 cm®) para
precipitar o iodato de sédio, removido do meio reacional por filtragfio.

O filtrado contendo o 2,3-O-Isopropilideno-gliceraldeido, foi resfriado a 0°C, tratado com
boroidreto de sédio (0.85g,, 22.88mmol) e mantida sob agitagio durante 2 horas. A mistura
reacional foi filtrada e o filtrado foi concentrado a um volume de aproximadamente 20mL.
Adicionou-se cloroférmio (20 cm?) e o 4cido acético que foi cautelosamente adicionado, a 0°C
com agitacdo, até pH 8. Apds 10 minutos, a mistura foi extraida com cloroférmio (6 x 20 cm®).
As fases organicas reunidas foram evaporados sob vicuo, fornecendo o alcool bruto (2.92), o
qual foi destilado em aparelho horizontal do tipo “Kugelrohr” a 60 °C (a pressdio menor que
10mmHg), obtendo-se um 6lec incolor cujo os dados fisicos e espectrais sdo idénticos aos j4
citados na literatura para o (S)-Z;3-O-isopropilideno—D-glicerol (1.9g, 63%).

Forma fisica: Oleo incolor
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[@]p = +10.9" (c. 23.4, MeOH) [Lit". [a]® = -10.9" ( c. 1, MeOH), correspondente a0
enantiémero-oposto-(R)—Z,B-O—Isopropilideno-D-glicerol]

IV (filme) Vmar, om’™ : 3422, 2988, 2936, 1075 (E5)

RMN 'H (499.88 MHz; CDCl) &: 1.38 (3H, s, H4"), 1.45 (3H, s, H-4), 2,24 (1H, sl,
OH), 3.60 (1H, dd, J=5.1 and 11.7 Hz, H-1°), 3.73 (IH, dd, J = 3,7 and 11.7 Hz H-1), 3.81
~(1H,dd,J=6.6¢8.4 Hz H-3"), 4.04 (1H, dd, J=6.6 ¢ 8.1 HzH-3), 4.24 (m, 1H, H-2). (E6)

RMN “C (125.69 MHz; CDCLy) 8: 26.64 (1C, C-4°), 25.21 (IC, C-4), 62.95 (1C, C-1),
65.65(1C, C-3), 76.12 (1C, C-2), 109.37 (1C, Co). (E7), (ES)

4.4.3) - 1-Acetil- glicerol, 4 (Eibl & Woolley, 1986)

H

3 1
H

CsH,90,
134.13

A uma solucBio do édlcool 1,2-O-isopropilidenoglicerol (100,00 mg, 0.75 mmol) em
piridina (0.2 ¢cm®), adicionou-se anidrido acético (77,2 mg, 0,7 mmol), sob agitagdo a temperatura
ambiente. Apés 30 minutos a reagdo foi tratada com solugdo sulfato de cobre e dgua e extraida
com acetato de etila (3 x 10 cm3), as fases orgénicas foram reunidas e concentradas sob fluxo de
ar comprimido. Esta metodologia de concentragfio foi escolhida devido as primeiras tentativas de
concentragio em evaporador rotativo levarem sempre a baixo rendimento, atribuido a alta
volatilidade deste composto. Em seguida tratou-se o extrato concentrado, contendo o 1-acetil-2,3-
isopropilideno-glicerol, com 4cido acético (70% em 4gua, 0.3 cm®). Apés 24 horas o solvente foi
removido sob fluxo de ar comprido.

O residuo (45 mg), obtido apés a evaporagdo do solvente, foi purificado por

cromatografia em coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de
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hexano/acetato de etila a 50 %, obteve-se o 1-acetil-glicerol (33mg, 32 % de rendimento), na
forma de um 6leo incolor. ‘

Forma fisica: Oleo incolor

IV (filme) vmax cm™ : 3390, 2952, 2886, 1725, 1263 (E9) ,

RMN 'H (300 MHz; CDCl3) 8: 2.11 (3H, s, CHs), 3.64 (2H, m, H-3), 3.88 (1H, m, H-2) ¢
4.13 (2H, m, H-1). (E10)

RMN PC (75, 45 MHz; CDC}3) 8: 20.81 (1C, CHa), 63.28 (1C, C-3), 65.24 (I1C, C-1),
70.08 (1C, C-2), 171.62 (1C, Co). (E11), (E12)

EMAR Encontrada M* 135.02394 Calculada para CsH;O4: 134.05791. m/z (int. rel.):
117.01885 [M* -OHI" (9.7); 103.00795 [M* -HOCH,]* (100); 74.01375 [M? -C,H0,]* (57.6);
61.01101 [M? -C;Hs0,]* (53.5). (E13)

CG/EM: Indice de retengdio =1135, m/z (int. rel.): 103 (15), 86 (4), 74 (9), 61 (13), 43
(100). (Figura 25)

4.4.4) -1,3-diacetil-glicerol, 11

H

2

1 3
Y
(4] L
C7H 205
176.16

A uma soluggio de glicerol (100.0 mg, 1.1 mmol) em piridina (0.2 ecm®), adicionou-se
anidrido acético (111.0 mg, 1.1mmol), sob agita¢io a temperatura ambiente. Apds 30 minutos a
reagéio foi tratada com solug#o sulfato de cobre em 4gua e extraida com acetato de etila (3 x 10
em®). Os extratos foram reunidos e concentrados sob fluxo de ar comprimido (esta metodologia

foi escolhida pelo mesmo motivo descrito para o composto anterior).
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O residuo (98 mg), obtido apés a evaporagdo do solvente, foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de
hexano/acetato de etila a 30 %, obteve-se o 1,3-diacetil-glicerol (35 mg, 40 % de rendimento), na
forma de um éleo incolor.

Forma fisica: Oleo incolor

IV (filme) vmax, cm™ : 3439,2959, 2902,1738, 1737 (E14)

RMN de 'H (499.88 MHz; CDCl;) §: 2.11 (6H, s, 2CH3), 2.93 (1H, sl, OH), 4.21 (5H, m,
H-1, H-2 E H-3) (E15)

RMN de C (125, 69 MHz; CDCl3) §: 20.82 (2C, CH3), 65.22 (2C, C-1 e C-3), 67.99
(1C, C-2), 171.20 (2C, Cy) (E16), (E17)

EMAR Encontrada M¥ 177.03919 Calculada para C;H;0s: 176.06847. m/z (int. rel.):

159.0347 [M* -OHJ" (8.8); 117. 03202 [M* -OCOCH;]" (3.7); 103.02052 [M* -CH,OCOCH;]"
(100). (E18)

CG/EM: Indice de retengiio =1251, m/z (int. rel.):145 (2), 103 (20), 86 (4), 74 (4), 61 (5),
43 (100) (Figura 27)

4.4.5) -2,3-isopropilideno-1-oleiol-Glicerol, 5

Cy4H 04
396.61

A uma solugdo do dlcool 2,3-O-isopropilideno-glicerol (1.0 g, 7.6 mmols) em
diclorometano (31 cm?), a 0°C sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 4cido oléico com 50%

de pureza (2,4 g, 4,2 mmols) e quantidade catalitica de 4-dimetilamino-piridina, DMAP, (0,01g).
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A esta solugdo adicionou-se 1,3-diciclohexilcarbodiimida, DCC, (1,7 g, 8.3 mmol) sob agitacgo.
Imediatamente depois da adicdo de DCC uma suspensdo branca de DCC hidratado,
dicicloexiluréia, DCU, se forma. Depois de 20 horas a temperatura ambiente, filtrou-se a mistura
reacional através de celite e o filtrado foi evaporado a vicuo em evaporador rotativo. Destilou-se
o filtrado em destilador horizontal do tipo “Kugelrohr”. Recuperou-se 257 mg do 2,3-
isopropilideno-glicerol, a temperatura foi elevada lentamente até 120°C obtendo-se os
subprodutos da reagdio provenientes das impureza do 4cido oléico comercial, A temperatura foi
entdo mantida a 120°C afim de ser obtido o produto desejado puro. No entanto, foi observado por
CG/EM que a N-aciliireia (outro subproduto da reago) estava sendo coletada juntamente com o
produto desejado, e por este motivo, o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de hexano/acetato de etila a
10%, obteve-se o 1-oleoil-2,3-isopropilideno-glicerol (367mg, 25 % de rendimento), na forma de
um éleo incolor.

Forma fisica: 6leo incolor

IV (filme) Vg cm™ : 2926, 2855, 1742, 1160 (E19)

RMN 'H (300 MHz; CDCl;) 8: 0.88 (3H, t, J= 6.9 Hz, H-18"), 1.26 (20H, m, H-3", H-4",
H-6', H-7", H-12", H-13', H-14", H-15" e H-16"), 1.37 (3H, s, CH3), 1.44 (3H, s, CH;), 1.62 (2H,
m, H-17"), 2.01 (4H, m, H-8" ¢ H-11"), 2.34 2H, t, J= 7.6 Hz, H-2"), 3.73 (1H, dd, J= 6.3 e 8.5
Hz, H-1), 4.08 (1H, dd, J= 6.6 ¢ 8.5 Hz, H-1), 4,09 (1H, dd, J= 6.3 and 11.5 Hz, H-3), 4.17
(1H, dd, /= 4.6 e 11.5 Hz, H-3), 4.31 (1H, m, H-2), 5.35 (2H, m, H-9" ¢ H-10") (E20)

RMN C (7545 MHz, CDCL/TMS): & 14.07 (CHs, C-18), 22.65 (CHy, C-17°),
24.83(CHa, C-157), 25.35(CHs), 26.63(CHs), 27.11, 27.17, 29.04, 29.11, 29.21, 29.29, 29.41, (
7CH,, C-4', C-5°, C-6", C-7", C-12, C-13’, C-14"), 29.51, 29.64 (2CH,, C-8" ¢ C-117), 29.72
(CHy, C-37) 31.9 (CH,, C-16"), 34.06 (CHy, C-2"), 64.48 (CHy, C-19), 66.29 (CHa, C-3), 73.61
(CH, C-2), 109.78 (Cy), 129.70, 130.00 (2CH, C-9" ¢ C-10"), 173.60 (CO, C-1") (E21), (E22)

EMAR Encontrada M* 396.3238 Calculada para CHuOs: 396.3239 m/z (int. rel.):
381.3001 [M* -CH;]" (100), 338.2786 [M? -C3H;]* (61), 101.0520 [M? -CoH3504]" (51) (E23)
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4.4.6) -1-oleoil-glicerol, §

C21H4O4
356.54

O 2,3-isopropilideno-1-oleioil-glicerol (100mg) foi tratado com 0,6 cm® de 4cido
acético/dgua 70%, a 55°C, sob agitagdo. Apés 6 horas a reagdo foi tratada com solugdo sulfato
de cobre e 4gua e extraida com acetato de etila (3 x 10 cm®). Os extratos foram reunidos e
" evaporados

O residuo obtido apés a evaporagdo do solvente, foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de hexano/acetato de
etila a 50 %, obteve-se o 1-oleiol-glicerol (84mg, 93 % de rendimento), na forma de um éleo
incolor.

Forma fisica: Oleo incolor

IV (filme) vmax, cm™ : 3392, 3005, 2924, 2853, 1738 (E24)

RMN de 'H (300 MHz; CDCL) &: 0.88 (3H, t,J=6.9 Hz, H-18"), 1.27 (20H, m, H-3", H-
4’,H-6", H-7", H-12", H-13", H-14’, H-15" ¢ H-16"), 1.63 (2H, m, H-17"), 1.85 (1H, s, OH), 2.03
(4H, m, H-8" e H-11"), 2.35 (2H, t, J=7.7Hz, H-2"), 2.80 (1H, bs, OH), 3.59 (1H, dd, J<5.9 ¢
11.3Hz, H-3), 3.70 (1H, dd, J=5.9 ¢ 11.7Hz, H-3), 3.93 (1H, m, H-2), 4.17 2H, m, H-1), 5.33
(2H, m, H-9" and H-10") (E25)

RMN de PC (75.45 MHz, CDCl;/TMS): 3: 14.08 (CHs, C-18°), 22.64 (CH,, C-17"),
 24.85 (CHp, C-15), 27.12, 27.18, 29.06, 29.11, 29.21, 29.29, 29.48 (7 CH,, C-4", C-5°, C-6", C-
7, C-12', C-13%, C-14"), 29.64, 29.72 (2CH,, C-8' ¢ C-11"), 31.89 (CH,, C-16"), 32.59 (CH,, C-
3%), 34.12 (CHa, C-2"), 63.31 (CH;, C-3), 65.11 (CH,, C-1), 70.23 (CH, C-2), 129.68, 130.00
(2CH, C-9 and C-10), 174.35 (CO, C-1") (E26), (E27)
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EMAR Encontrada M* 398.3032 calculada para C31HyO6: 398.2968 m/z (int. rel.):

38028611 [M* -H;0]" (13), 265.2366 (M -CiH,,O5]* (20), 2642413 [MY -CoHy0s]" (31)

(E28)

| CG/EM: Indice de retengio = 2714, m/z (int. rel.): 265 (15), 264 (65), 98 (60), 55 (100)
(Figura 24)

4.4.7) -1-oleoil-3-acetil-glicerol, 7

s 10 18

Ci3H,05
398.58

A uma solucio de 1-oleoil-glicerol (26.00 mg, 0,07 mmols) em piridina (0.1 cm®),
adicionou-se anidrido acético (7.50 mg, 0.07 mmol), sob agitagdo a temperatura ambiente. Apds
1 horaa reagio foi tratada com solugfio sulfato de cobre em dgua e extraida com acetato de etila
3x10 cm3), os extratos foram reunidos e concentrados.

O residuo obtido apds a evaporagdo do solvente, foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de hexano/acetato de
etila a 40 %, obteve-se o 1-oleil-3-acetil-glicerol (18mg, 62 % de rendimento), na forma de um
éleo incolor.

Forma fisica: Oleo incolor

IV (filme) vimex, cm™ : 3438, 2925, 2854, 1743, 1236 (E29)

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;) 8: 0.88 (3H, t, J=6.9 Hz, H-18"), 1.27 (20H, m, H-3", H-
4, H-6', H-7", H-12", H-13’, H-14', H-15" e H-16"), 1.62 (2H, m, H-17"), 2.01 ((4H, m, H-8" ¢
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H-117), 2.08 (3H, 5, CH3CO), 2.35 (2H, t, /~7.3 Hz, H-2"), 4.20 (5H, m, H-1, H-2 and H-3), 5.35
(2H, m, H-9" ¢ H-10") (£30)

RMN de '*C (75.45 MHz, CDCIy/TMS): 8:14.10 (CH;, C-18"), 20.78 (CHs, CH5CO),
22.65 (CHz, C-17), 24.85 (CH,, C-15"), 27.14, 27.20, 29.06, 29.13, 29.30 (7CH,, C-4', C-5", C-
6, C-7', C-12', C-13', C-14"), 29.50, 29.66 (2CH,, C-8' ¢ C-11°), 29.74 (CH,, C-3"), 31.89
(CHg, C-167), 34.06 (CH,, C-2"), 65.00 (CHy, C-3), 65.22 (CHy, C-1), 68.28 (CH, C-2), 129.70,
130.02 (2CH, C-9 & C-10), 171.07 (CO, COCH), 173.92 (CO, C-1°) (E31), (E32)

EMAR Encontrada M* : 398.2968, calculada para: Cy3HaOs: 398.3032, m/z (rel. int):
380.2861 [M* -H,OI" (13), 264.2280 [M? -CsHioO4]* (30), 265.2366 [M? -CsHsO4]" (28),

117.0345 [M?* -Cy5H3;0,]" (100) (E33)
CG/EM: Indice de reteng@o = 2810, m/z (int. rel.):380 (1), 265 (4), 264 (3), 117 (42), 43
(100) (Figura. 25)

4.4.8) -2, 3-diacetil-1-oleoil-Glicerol, 8

300
\n/ jl(\/\/\/\ﬁd/\/\/\/\ls_
0 0

CasHy405

440.62
A uma solugéio de 1-oleoil-glicerol (11,50 mg, 0,03 mmols) em piridina (0.1 cm3),
adicionou-se anidrido acético (9.00 mg, 0.08 mmol), sob agitago a temperatura ambiente. Ap6s
4 horas a reagdo foi tratada com solugfio sulfato de cobre em dgua e extraida com acetato de

etila (3 x 10 cm®), os extratos foram reunidos e concentrados.
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O residuo obtido apés a evaporagdo do solvente, foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de hexano/acetato de
etila a 40 %, obteve-se o 1-oleil-2,3-diacetil-glicerol(13.5 mg, 96 % de rendimento), na forma de |
um dleo incolor.

Forma fisica: Oleo incolor-

IV (filme) vmax, cm™ : 2926, 2854, 1749, 1222 (E34)

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;) &: 0.88 (3H, t, J/=7.0 Hz, H-18"), 1.28 (20H, m, H-3’, H-
4', H-6', H-7’, H-12’, H-13", H-14", H-15" ¢ H-16), 2.02 (4H, m, H-8" e H-11), 2.08 (3H, s,
CH;CO), 2.09 (3H, s, CH3CO), 2,31 (2H, t, /<7.7 Hz, H-2°), 4.15 (2H, m, H-3), 4.29 (2H, m, H-
1),5.26 (1H, m, H-2), 5.36 (2H, m, H-9" e H-10").(E35)

RMN de P’C (75.45 MHz, CDCI/TMS) §: 14.10 (CHs, C-18"), 20.68 (CHs, CH;CO),
20.87 (CHs, CH3CO0), 22.67 (CH;, C-17°), 24.82 (CHy, C-157), 27.14, 27.20, 29.04, 29.08, 29.14,
29,30 (7 CH;, C4', C-5', C-6', C-7°, C-12", C-13", C-147), 29.50 , 29.68 (2CH,, C-8" and C-
11), 29.74 (CHz, C-3°), 31.88 (CHz, C-16"), 34.00 (CHa, C-27), 61.97 (CHa, C-1), 62.28 (CHa,
C-3), 69.09 (CH, C-2), 129.71, 130.00 (2CH, C-9 ¢ C-107), 170.10 (CO, COCHsy), 170.52 (CO,
COCH;), 173.30 (CO, C-1°). (E36), (E37)

EMAR Encontrada M? : 440.3133; calculada para CysHssOg: 440.3137. m/z (int. rel.):
380.2835 [M* -C;H,O]" (10.5), 264.2315 [M* -C;H;,05]* (25), 265.2385 [M¥ -C;H;40s]" (19),

159.0498 [M* -C1gH3;04]* (100). (E38)
CG/EM: Indice de retengéio = 2897, m/z (int. rel.):380 (1), 265 (4), 264 (6), 159 (50), 43
(100). (Figura 29).

4.5 Reacio com dimetil dissulfeto (DMDS) para localizar a posi¢%o da ligacéo dupla
A uma solug#o de heptano (2 cm®) contendo 1-2 mg do composto 8 foi tratado com 10
cm’® de DMDS e 0,1 cm’® de solugdo de iodo em éter etilico (0.06%). A reacdo permaneceu em

agitacdo por uma noite (14 horas) a 40°C. A reagio ¢ tratada com a adi¢do de 4 cm’ de heptano
2,5 cm? de solugfo de aquosa de tiossulfato de sédio (5%). A fase orgénica foi concentrada em
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evaporador rotativo e em seguida analisada por CG/EM. O mesmo procedimento foi empregado
com o 6leo floral de Oncidium pubes.
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E3- Espectro de RMN de “C desacoplado (125.69 MHz, CDCl;) do 1,2:5,6 — Diisopropilideno-D-manitol, 2
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E4 - Espectro de RMN de “C 2)-DEPT 135° e b)-DEPT 90° (125 MHz, CDCL,) do 1,2:5.6 —
Diisopropilideno-D-manitol, 2
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E6 — Espectro de RMN de "H (499.88 MHz, CDCl;) do 2,3-O-Isopropilideno-D-glicerol, 3
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E34 - Espectro de Infra Vermelho (filme) do 1-oleioil-2,3-diacetil-glicerol, 8
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E35 — Espectro de RMN de ' H (300 MHz, CDC);) do 1-oleioil-2,3-diacetil-glicerol, 8
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E36 — Espectro de RMN de  C desacoplado (75.45 MHz, CDCl;) do 1-oleioil-2,3-glicerol, 8
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E37 — Espectro de RMN de "“C a)-DEPT 135° e b)-DEPT 90° (75.45 MHz, CDCl;) do 1-oleioil-2,3-diacetil-

glicerol, 8
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E38 — Espectro de Massas (EI 70 eV) do 1-oleioil-2,3-diacetil-glicerol, §
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E39 Espectro de RMN de ' H (300 MHz, CDCl;) do bleo floral de Oncidium hookeri
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E40 - Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H, 'H - COSY( 300 MHz,CDCl;) do
bleo floral de Oncidium hookeri
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E41 - Espectro de RMN de 'H (499.88 MHz, CDCl;) do éleo floral de Oncidium pubes
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E42 — Espectro de RMN de " C desacoplado (125.69 MHz, CDCl;) do do bleo floral de Oncidium pubes
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E43 - Espectro de RMN de °C a)-DEPT 135° ¢ b)-DEPT 90° (125.69 MHz, CDCl;) da dleo floral de
Oncidium pubes
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E44- Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H, 'H - COSY, (499.69 MHz, CDCl,)
' do oleo floral de Oncidium pubes
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E45 — Mapa de contornos de RMN 2D de 'H, '*C — HSQC (CDCls) do éleo floral
de Oncidium pubes
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E46 — Espectro de massas (70 eV) do composto (3-acetoxi-6-hidroxi-octadecanoil)-diacetil-glicerol, 54
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E47 ~ Espectro de massas (70 eV) do composto 1-(3-acetoxi-octadecanoil)-2-acetil-glicerol. 66
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E48 — Espectro de massas (70 eV) do composto (3-acetoxi-eicosanoil)-acetil-glicerol, 67 .
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E49 — Espectro de massas (70 eV) do composto eicosenoil-diacetil-glicerol, 68
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E50 — Espectro de massas (70 eV) do composto (3-acetoxi-eicosenoil)-acetil-glicerol, 81
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ES51 — Espectro de massas (70 eV) do composto (3-acetoxi-eicosenoil)-diacetil-glicerol, 82
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