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RESUMO

O papel dos 6leos florais na atracdo dos polinizadores (abelhas solitarias) € recorrente
em vdrias familias de angiospermas. Neste estudo foram analisados (CG-EM/IE, ESI-EM, e
RMN de 1D de 2D) 6leos florais de Malpighiaceae de 33 espécies simpatricas do cerrado
pertencentes aos géneros Banisteriopsis, Byrsonima, Camerea, Heteropterys, Peixotoa,
Pterandra, e Tetrapterys e de 48 Krameriaceae. As andlises revelaram a presenca de 4cidos
graxos substituidos com cadeias de 18 a 24 atomos de carbono e com dois substituintes, 3,7-
diacetoxi, ou 3-hidroxi-7-acetoxi, ou 3,9-diacetoxi, ou 5,7-diacetoxi ou 5,9-diacetoxi. Os
acidos graxos substituidos em 3 e 7 ocorrem predominantemente nos 6leos florais de Byrsonima,
Heteropterys, Peixotoa reticulate. Os acidos graxos com dois grupos acetoxi nos carbonos 3 ¢ 9
ocorrem nos 6leos florais de Banisteriopsis. Os 6leos florais de Peixotoa goina e Tetraptenys
Jjussieuniana sdo compostos por uma mistura de acilglicerois. A composi¢ao quimica do dleo
floral de Pterandra pyroidea é bastante simples e constituida de 4 dcidos graxos sendo que 2
destes apresentaram substituintes nas posi¢coes 5 e 7 distinguindo-se dos 6leos florais das outras
Malpighiaceae. O 4cido anti-5,7-diacetoxidocosandico € o constituinte majoritario deste 6leo e
sua estrutura foi confirmada por sintese, e caracterizado por espectrometria de massas, RMN de
'H e 13C, e finalmente denominado de acido Pterandrico. Os 6leos florais de Krameriaceae
possuem também dcido de 18 a 24 adtomos de carbono com somente um substituinte acetoxi (-
OAc) ou hidroxi (-OH) na posi¢do £.

O segundo capitulo da tese se prop0s a desvendar a relacdo entre as recompensas florais
(néctar e pélen) do manjericao (Ocimum basilicum) e a provisdes encontradas no ninho da abelha
solitaria Tetrapedia diversipes. Nossas andlises revelaram a presenca de carboidratos e proteinas
nas provisoes do ninho de 7. diversipes e no pdlen de manjericao (O. basilicum). Identificacdo e
caracterizacdo dos constituintes do pdlen de Ocimum basilicum e das provisdes do ninho de T.
diversipes confirmou a presenca de glicose, galactose, manose e xilose em ambos. Analises por
CG-EM revelaram que galactose e glicose s@o os constituintes majoritarios enquanto que xilose e
manose sdo carboidratos minoritdrios no pdlen e nas provisdes do ninho. As semelhancas dos
perfis dos carboidratos do polen de O. basilicum e das provisdes dos ninhos de T. diversipes

selam a correlacdo entre esta planta e seu polinizador.
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ABSTRACT
The role of elaiophores secretion (floral oils) to pollinator attraction (solitary bees) has

been established in several angiosperm families. The current study deals with chemical analyses
(GC-MS/EL ESI-MS, and 1D and 2D 'H and >C NMR —(HSQC and HMBC) of Malpighiaceae
floral oils in 33 sympatric species belonging to Banisteriopsis, Byrsonima, Camerea,
Heteropterys, Peixotoa, Pterandra, and Tetrapterys genera and 48 samples of Krameriaceae
floral oils. The floral oils spectroscopic data revealed the presence of substituted fatty acids
possessing 18 to 24 carbon atoms with two substituents either as 3,7-diacetoxy, or 3-hydroxy-7-
acetoxy, or 3,9-diacetoxy, or 5,7-diacetoxy or 5,9-diacetoxy. The 3,7-disubstituted fatty acids
are predominant in Byrsonima, Heteropterys, Peixotoa reticulate floral oils, 3,9-diacetoxy
disubstituted fatty acids in Banisteriopsis floral oils. While, Peixotoa goina and Tetraptenys
Jjussieuniana elaiophores secretion contain a mixture of acylglycerols. The Pterandra pyroidea
floral oil chemical composition is simple, with a few fatty acid constituents possessing acetoxy
groups at positions 5 and 7 which is distinct from the rest of floral oil of sympatric
Malpighiaceae species. The structure of the major floral oil constituent is a novel fatty acid, anti-
5,7-diacetoxydocosanoic acid which was confirmed by synthesis, mass fragmentation, 'H and
3C NMR analyses, herein named Pterandric acid. Similarly, Krameriaceae floral oils also
contains long chain fatty acids with only one subtituent either acetoxy (-OAc) or hydroxy (-OH)
at f position, with 18 to 24 carbon atoms.

The second part of thesis deals with the correlation between floral rewards (pollen,
nectar) of sweet basil (Ocimum basilicum) and the Tetrapedia diversipes (solitary oil collecting
bee) larval nest provisions. Our analyses reveal the presence of carbohydrates and protein in 7.
diversipes nest provision as well as in the O. basilicum pollen and nectar. Identification and
characterization of carbohydrates constituents in the O. basilicum pollen and 7. diversipes nest
confirmed the presence of glucose, galactose, mannose and xylose in both. Furthermore, mass
spectrometric analyses indicated that galactose and glucose are major constituents, while xylose
and mannose are minor carbohydrates components present in the O. basilicum pollen and T.
diversipes nest provision. The similarity of O.basilicum pollen and T. diversipes nest provision

carbonhydrate profiles suggest a plant pollinator correlation.
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ﬂ INTRODUCAO T







1. INTRODUCAO GERAL

Desde o inicio da vida no nosso planeta os organismos vivos interagem entre
si de forma cooperativa, agressiva, parasitica ou simbidtica. As interacdes
simbidticas beneficiam ambos os organismos, enquanto as parasiticas beneficiam
um dos organismos sendo o outro prejudicado (Eisner ar al., 1966; Karlson ar al.,
1959). O envolvimento de substiancias quimicas para mediar informagdes intra e
inter-espécies € bem difundido na natureza e foi denominado de comunicagdo
quimica (Sbarbati er al., 2006). Os compostos quimicos envolvidos na interagao
dos animais sdo denominados de semioquimicos ou infoquimicos (LLaw er al.,
1971). Interagdes mediadas por semioquimicos existem entre vertebrados,
invertebrados, plantas e micro-organismos (Dicke er al., 1988). Quando a
comunicacdo ocorre entre os individuos da mesma espécie as substancias sao
denominadas de ferormonios, ja as substincias quimicas utilizadas na
comunicacdo entre individuos de espécies distintas sdo denominadas de
aleloquimicos (Parkes er al., 1961; Wilson er al., 1963).

Um exemplo da interacdo simbidtica entre espécies € a polinizagdo, por
zoofilia, na qual vetores animais (polinizadores) transportam o pdlen. O processo
pode ser de autopolinizagdo ou polinizagdo cruzada. Na autopolinizacdo o gameta
masculino (pdlen) é transferido para o estigma de flores do mesmo individuo
(planta) , enquanto na polinizacdo cruzada o pdlen de uma flor € transferido para
flores de outras plantas da mesma espécie. Essa transferéncia pode ser feita por
agentes externos como vetores animais ou agentes abidticos (4gua e vento etc). A
polinizagdo por animais € comum nas angiospermas, sem a qual estas plantas nao
se reproduziriam sexualmente, ocasionadas grandes prejuizos as lavouras.

(Buchmann et al., 1996; Carol et al., 1998). Os polinizadores visitam as plantas




com o intuito de coletarem proteinas e carboidratos e neste processo efetuam a
polinizagdo. Além disso, na auséncia de polinizadores muitas plantas ndo seriam
capazes de se reproduzirem e provavelmente uma grande parte dos insetos nao
teriam proteinas, carboidratos, Oleos, ceras e resinas florais para sobreviverem.
Assim, as plantas oferecem vérios tipos de recompensas garantindo a atragao dos
visitantes (polinizadores) (Buchmann ef al. 1996).

Pdélen e néctar sdo recompensas primdrias oferecidas pelas flores aos
polinizadores garantindo assim a visita destes agentes. Recompensas sao
constituintes florais ou de inflorescéncias coletados e utilizados por animais,
incentivando o animal sempre retornar a flor e promover a polinizagdo. O néctar €
mais procurado que o pdlen por uma vasta gama de animais. Por outro lado, o
polen € uma recompensa primdria para abelhas, que constituem o grupo mais
importante de polinizadores. Os lipidios florais sdo recompensas mais raras e
presentes apenas em poucas familias de plantas. (Simpson et al. 1977, 1981;
Santos et al. 2006, Bezerrra et al. 2009).

De acordo com o tipo de recompensa floral e sua forma de apresentacdo o
sistema da polinizagdo pode ser generalista (pdlen e néctar) ou especialista (6leos
florais). As recompensas florais podem ser nutritivas ou niao nutritivas. Por
exemplo, abelhas do gé€nero Anthidium visitam flores de Krameria e Larrea
coletando tricomas (uma recompensa floral ndo nutritiva) para construgdo de
ninhos, promovendo assim a polinizagdo. Outros insetos promovem a poliniza¢do
de flores ao utilizar as flores como abrigo (Tabela 1) (Simpson er al., 1981;

Linsley et al., 1956; Hocking et al., 1965; Kevan 1972; Smith 1975).




Tabela 1. Uso das recompensas florais distintas de p6len e néctar (Simpson 1981).

Recompensas nao-nutritivas Recompensas nutritivas
Produtos florais secundarios acidentais Provisdes do ninho (nutri¢dao
Tricomas florais utilizados na construcao larval)
de ninhos Nutri¢ao para adultos
Abrigos para dormir Tecidos que atuam como
Fonte de calor alimento
Locais de acasalamento Alimento de pdélen ndo
Produtos secretados para recompensar os fertilizado
polinizadores Secrecdes estigmaticas
Matérias primas para ninhos (resinas, ceras, ou Acidos graxos (lipidios)

misturas quimicas).
Atraentes sexuais

1.1. Oleos florais como recompensas

S. Vogel descreveu pela primeira vez em 1969 a existéncia de 6leos florais
nao voldteis como recompensas florais, descobrindo este fendmeno enquanto
estudava uma espécie do género Angelonia (Scrophulariaceae) em 1964. Ele
observou também glandulas secretoras de Oleos em espécies das familias
Scrophulariaceae, Malpighiaceae e Orchidaceae, principalmente nos neotropicos.
Posteriormente, em 1971, Vogel reportou a existéncia de espécies secretoras de
6leos na familia Krameriaceae (neotropical), e na grande familia cosmopolita
Iridacea. Nesta ultima, os representantes com glandulas produtoras de 6leo
estavam confinados a regido dos neotrépicos. Fazendo um rdpido levantamento
Vogel concluiu que a maioria das espécies de angiospermas produtoras de 6leos
florais (~500) cresce nas regides neotropicais. Vogel foi além da observacido de

campo e elucidou as estruturas quimicas dos constituintes dos o6leos florais,




sugerindo que as abelhas coletoras destes 6leos empregam os mesmos para
provisionar os ninhos e as larvas. (Bezerra er al., 2009; Buchmann et al., 1981,
1987; Vogel et al., 1969, 1974, 1976, 1981, 1991, 2009, Frankie et al., 1976,
1989).

Durante a coleta de 6leos florais as abelhas fémeas do gé€nero Centris
posicionam-se sobre os estames e estigmas das flores de Krameria e agarram-se a
base destas pétalas e com suas mandibulas raspam os elaioforos rompendo a
camada de protecdo. A seguir, coletam o Oleo com os pentes basitarsais do
primeiro par de pernas o qual € transferido para as escopas das pernas posteriores
sem sair da flor ou do botdo (Figura 1). (Simpson et al., 1977)

Oleos florais j4 foram encontrados em espécies de 13 familias diferentes de
angiospermas Caesalpiniaceae, Calceolariaceae, Cucurbitaceae Gesneriaceae,
Iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae, Myrsinaceae, Orchidaceae,
Plantaginaceae, Primulaceae, Scrophulariaceae, e Solanaceae (Bezerra ef al., 2009;

Vogel 2009; Reis et al., 2007).

Figura 1. Abelha da espécie Epicharis flava coletando 6leo floral de Byrsonima
basiloba (Foto: Simone C Cappellari).
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1.2. Elaioforos

Os 6leos florais sdo produzidos em glandulas especiais chamadas elai6foros

(Figura 2). Existem dois tipos de elai6foros (Stpiczynska er al., 2008; Simpson et
al. 1982).

Figura 2. (A). Elaioforos no lado ventral da flor de Banisteriopsis schizoptera,
(B). Elaioforos com o6leo floral (Peixotoa tomentosa) (C). Abelha forrageando

elaioforos (Peixotoa tomentosa) (Foto: Simone C Cappellari (A) e Gudryn J

Baronio (B e C).

1.2.1. Elaio6foros epiteliais

Elaioforos epiteliais sdo compostos por algumas células epidérmicas
secretoras. A secre¢do de 6leos ndo € constante e varia de alguns micros a varios
mililitros, sendo protegida por uma fina camada cuticular (Figura 3A). Esse tipo
de elaidforo € encontrado nas familias Krameriaceae, Malpighiaceae, e alguns
géneros da familia Orchidaceae (Simpson ef al., 1981, 1982; Stpiczynska et al.,
2008, Vinson et al. 1997).




1.2.2. Elaioforos tricomais

Os elaidforos tricomais consistem de tricomas (algumas centenas até 50 mil)
(Figura 3B). Nao hd camada protetora como em elaiéforos epiteliais (Simpson et
al., 1977, 1981, 1982; Vinson et al. 1997). A secrecao de 6leo € sempre menor que
em elaidforos epiteliais (alguns microlitros somente). Os elaioforos tricomais sdao
encontrados em espécimes das familias: Cucurbitaceae, Iridaceae, Myrsinaceae,

Scrophulariaceae, Solanaceae e Orchidaceae (Buchmann ef al., 1981, 1987).

?ﬁ} iyl
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Figura 3. (A). Seccdo longitudinal de elai6foros epiteliais, mostrando a camada
cuticular protetora (B). Seccao longitudinal de eli6foros tricomais de Calceolaria

pavonii (Vogel 1974, Reis 2005).

1.3. Familia Malpighiaceae

A familia Malpighiaceae corresponde a uma familia relativamente grande
(>1200 espécies), incluindo ervas, arbustos, trepadeiras e darvores distribuidas

principalmente na regido neotropical (~1100 spp.) e algumas espécies (120 spp.)




nas regides paleotropicais. Embora o néctar esteja ausente nas espécies da familia
Malpighiaceae (neotropical), ainda assim apresentam sistema de atragdo ao
polinizador muito bem desenvolvido devido a producdo de outra recurso na forma
de dleo floral. O polinizador visita a flor de modo a coletar o d6leo floral e também
os graos de pdlen, os quais sdo empregados principalmente na constru¢do de
colmeias e/ou na alimentacdo de larvas (Anderson, 1979, 2006; Davis et al., 2001,
2002, 2010).

Além dos fatos discutidos acima, tal familia inclui espécies autdgamas como
a Peixotoa reticulata, a qual ndo depende de visitantes embora seja visitada por
abelhas coletoras de 6leo e de espécies que necessitam vetores externos (abelhas
coletoras de 6leo) para sua poliniza¢do, como a Peixotoa goiana. (Figura 5). E
interessante observar que essas espécies sdo simpatricas, florescem ao mesmo
tempo, na mesma regido e sdo morfologicamente idénticas. Além disso, essa
familia também inclui espécies como a Pterandra pyroidea, que trocam a
recompensa floral de 6leos florais para pélen ja que produzem flores glandulares
(com elaidforos) e eglandulares (sem elaidforos) (Figura 4) que ndo atraem muitas
espécies de abelhas coletoras de Oleo, e sdo visitadas por abelhas coletoras de

polen (Cappellari er al., 2011).

1.4. Familia Krameriaceae

O género Krameria corresponde ao unico género da familia Krameriaceae
com 17 espécies nativas da América. As flores desse gé€nero sio visitadas
principalmente pela abelha fémea do género Centris (Gongalves ef al., 2012; Dérea
et al.,2010; Simpson et al., 1979). Simpson et al. (1977) relataram a coleta de 6leo

e a modificacdo das patas dianteiras na abelha do género Centris. A morfologia da




flor foi descrita por Simpson et al. (1982) explicando a modificagdo abaxial das

pétalas a elaidforos (Figura 6) e sua importancia na biologia da poliniza¢do

(Simpson et al., 1977, 1982).

Figura 4. Flores da espécie Pterandra pyroidea (foto do meio): glandular (2

direita) e eglandular (a esquerda) (Fotos: Simone C Cappellari).

Figura 5. (A) Peixotoa goiana depende de polinizadores para produzir frutos (B)

Peixotoa reticulata é autégama (Foto: Simone C Cappellari).
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Figura 6. Diagrama esquemadtico da flor da espécie Krameria grandiflora, que

apresenta trés pétalas ndo glandulares e duas pétalas glandulares (Simpson 1982).

1.5. Quimica dos 6leos florais

Os o6leos florais sdo constituidos de lipidios como acidos graxos livres com
ou sem substituintes acet6xi na posicdo-p, e seus mono- e di- glicerideos
(Buchmann et al., 1981, 1987; Durmi et al., 2008; Cappellari et al., 2011; Seigler
et al., 1978; Seipold et al., 2004; Simpson et al., 1979). Alem destes compostos
nos o6leos florais sdo encontrados pequenas quantidades de compostos fendlicos,
aminodcidos (prolina, alanina e glicina) e tragos de glicose. A presenca de
pequenas quantidades de aminodcidos confere uma coloracdo amarela aos 6leos
florais enquanto os compostos fendlicos conferem aos 6leos uma fluorescéncia

esverdeada sob luz ultravioleta. (Buchmann ez al., 1987).
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1.5.1. Acilglicerdis

Acilglicerideos sao constituintes importantes dos Oleos florais e sado
conhecidos também como gorduras neutras. Vogel (1974) foi o primeiro
pesquisador a relatar a presenca de acilglicerdis do tipo A e B nos 6leos florais de

Calceolaria spp. (Scrophulariaceae) (Figura 7) (Buchmann ef al., 1987).

Figura 7. Acilglicerdis do tipo (A). 1-(3 -acetdxiexadecanoil)-2 acetilglicerol e

(B). 1,2-di-(3 -acetéxi-E-11"-octadecenoil)-sn-glicerol.

Reis et al., (2003) isolaram um diacilglicerol inédito do 6leo floral da

Ornithophora radicans (Orchidaceae) que foi denominado Oncidinol (Figura 8).
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Figura 8. Oncidinol (28, 3°R, 7°R)-1-acetil-2-(3",7 -diacetéxieicosanoil)-glicerol
(28)

1.5.2. Acidos graxos

Acidos graxos livres com e sem substituintes constituem o segundo maior
grupo de constituintes florais. O comprimento da cadeia carbonica varia de 12 a 20
carbonos; por exemplo, dcido hexadecandico (16C), acido octadeandico (18C),
acido eicosandico (20C), 4cido tetracosandico (24C) entre outros (Vogel 2009;
Buchmann 1987).

Os dleos florais de espécimes de Krameriaceae possuem 4cidos graxos com
substituintes na posicdo f de 16 a 24 carbonos (Seigler er al., 1978). Os
substituintes podem ser hidroxi (-OH) ou acetéxi (-OCOCH;) (Figura 9 A).

Adicionalmente 6leos florais de outras familias de angiospermas, possuem
dois grupos cetoxilicos (-OCOCH3) ou um grupo hidroxilico (-OH) e um grupo
acetoxilico (-OCOCH;3;) em carbonos diferentes. Por exemplo, dcido Birsonico, o
principal componente do O6leo floral de Byrsonima intermedia é o 3R, 7R-
diacetoxidocosanico (Figura 9 B). Um 4cido andlogo ao 4cido 3R, 7R-
dihidroxidocosandico, acido Tetrapédico foi isolado do ninho de Tetrapedia
diversipes (uma abelha solitdria especializada na coleta de 6leos florais) (Figura 9

C) (Reis et al., 2007).
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A andlise dos 6leos florais de Malpighia coccigera indicou a presenga de
dcidos graxos com diversos padrdes de substituicdes incluindo 7-OAc-3-OH
(20:0), 7-OAc-3-OH (22:0), 9-OAc-3-OH (22:0), 9-OAc-5-OH (22:0), 3,9-
diOAc (22:0), 9-OAc-3-OH (24:0), e 11-OAc-5-OH (24:0) (Seipold et al., 2004).
Estas estruturas foram propostas com base no padrao de fragmentacdo do espectro

de massas sem confirma¢ao por RMN.

(A)

(B)

©
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o
T
o
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HO (R

Figura 9. (A) Acidos graxos B-substituido, (B) Acido Birsonico, (C) Acido

Tetrapédico
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1.6. Néctar

Néctar é provavelmente a recompensa floral mais comum e ndo tem
nenhuma funcdo nas angiospermas além de atrair polinizadores (Harborne JB.
1993, Baker et al., 1982, 1983, 1986).

Néctar € uma solu¢cdo aquosa de mono- e dissacarideos e aminodcidos. No
entanto, outras classes de compostos, tais como proteinas, lipidios, fendis,
alcaloides e compostos organicos volateis (COV), também t€m sido relatadas em
varios néctares (Rico er al., 2007; Nicholson et al., 2007). Alguns desses
componentes sdo altamente toxicos, € o proprio néctar tem sido responsivel pela
morte de abelhas europeias que produzem mel (Von Frisch 1972).

De acordo com a expressao sexual da planta e com o passar do tempo, os
varios componentes do néctar floral se alteram. A composi¢do de acucar no néctar,
principalmente a quantidade relativa de acgucares simples e sacarose estd
frequentemente associada ao tipo de polinizador - por exemplo, aves, abelhas,
vespas, morcegos, borboletas ou mariposas. O néctar € secretado em varios
momentos da noite ou do dia, geralmente pouco antes da abertura da flor. Esta
caracteristica ¢ geralmente uniforme dentro das populacdes de flores, mas a
secrecao também varia de acordo com as condicdes meteoroldgicas, horario do dia,
temperatura e visitacdo por animais coletores de néctar (Wackers er al 2007; Von

Frisch 1972).

1.7. Polen

Uma flor possui vdrios filetes que apresentam em suas partes superiores
uma estrutura (antera) granular, geralmente com grdos amarelados, denominados

de pdlen. Cada grao de podlen, além de conter os cromossomos com a heranca
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genética masculina da futura planta, contém certa quantidade de substiancias de
reserva (principalmente dgua, carboidratos e proteinas). Uma abelha transporta
inumeros desses graos de polen ajudando na fecundacdo de flores de vérias plantas
(Nicholson et al., 2007; Dubois et al., 1956). O pdélen pode ser o Unico recurso
coletado pelas abelhas a partir das flores no caso de plantas que ndo produzem
nenhum outro material (Von Frisch 1972).

A composi¢cdo do pdlen, sua qualidade e facilidade de coleta variam
acentuadamente entre as espécies de plantas. O mesmo pode conter de 20% até
50% de agua em peso e menos de 15% até mais de 60% de proteina em peso seco.
Além do teor de proteina bruta variando entre 7% e 65%, o pdlen pode conter até
20 aminodcidos e vdrios lipidios, vitaminas, minerais, carboidratos, toxinas, e
potenciais alimentos dissuasivos. O pdlen contém também alguns compostos que
podem agir como toxinas para as abelhas como rafinose, lactose, estaquiose,
xilose, arabinose, galactose, 4cido galactur6nico, 4cido gluconico, e pectina

(Nicholson et al., 2007; Baker et al., 1982).

1.8. Abelhas

De acordo com a taxonomia, as abelhas se enquadram no Filo Artrépode,
Ordem Hymenoptera, Subordem Apocrita, Superfamilia Apoidea e sdo
representadas por onze Familias: Anthophoridae, Halictidae, Megachilidae,
Apidae, Colletidae, Oxaeidae, Andrenidae, Mellitidae, Fidellidae, Ctenoplectridae
e Stenotritidae. Existem indicios de que as abelhas surgiram ha pelo menos 120
milhdes de anos, originadas de vespas que sofreram alguma modificagdo
adaptativa que possibilitou o uso do pdélen como matéria alimentar (Michener

2007; Peruquetti 2006; Vinson et al., 1996).
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Cada vez mais as abelhas vém sendo valorizadas pelo importante papel nas
comunidades ecoldgicas. As abelhas sdo responsdveis pela polinizacdo de
aproximadamente 73% das lavouras cultivadas, sendo que as moscas sdo
responsaveis por 19%, morcegos 6,5%, vespas 5%, besouros 5%, aves 4% e
borboletas e mariposas 4%. Assim elas constituem os principais agentes
polinizadores adaptados para polinizar as flores de angiospermas. Além de
auxiliarem na diversidade do ecossistema, elas promovem o aumento da producgdo
de frutos comestiveis para 0 homem e muitos animais silvestres (Imperatriz et al.,

2006; Santos 2002; Wcislo et al., 1996).

1.8.1. Abelhas brasileiras

As abelhas sdo extraordinariamente diversificadas em sua biologia,
principalmente no que diz respeito as técnicas de coleta de alimento, adaptacdes
morfoldgicas para coleta, armazenamento de alimentos e as preferéncias
alimentares. Estima-se que existam mais de quatro mil géneros de abelhas e cerca
de 30 a 40 mil espécies distribuidas nas diferentes regides do mundo (Buchmann
1987; Santos 2002). No Brasil, estdo relacionados 1.573 nomes vélidos para as
espécies brasileiras, mas acredita-se que a fauna de abelhas do Brasil seja
composta por, aproximadamente, 3.000 espécies. Estudos sobre a fauna, embora
limitados, mostram que abelhas estdo presentes na maioria dos “habitat” de todos
os continentes, exceto na Antdrtica, sendo que a diversidade € maior na regiao
Neotropical (Michener 2007; Peruquetti 2006; Santos et al., 2002). Em
comparacdo aos demais paises do mundo, o Brasil destaca-se, pois € responsdvel
por abrigar cerca de Y destas espécies, uma vez que possui Otimas condigdes

geograficas e uma diversidade de ecossistemas (Wcislo ef al., 1996).
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1.8.2. Abelhas solitarias

As abelhas possuem graus distintos de sociabilidade, existem espécies de
habitos solitarios e espécies sociais (eussociais). Dentro dessas duas categorias
existem outras como subsociais, parassociais, ou quasessociais, que se diferenciam
pela presenca e dominio de uma rainha (Santos et al., 2002; Painaro 2007).

As abelhas solitarias caracterizam-se por ndo produzirem mel, pois a f€mea
busca nas flores, o néctar (fonte de energia) que necessita para ela e para o
aprovisionamento do ninho. Vérias espécies sdo sazonais, isto €, ocorrem apenas
em determinada época do ano, quando ha suficiente disponibilidade de alimento e
condi¢des favoraveis a nidificacdo (McGinley er al., 1981, 1989, 1987).

Das espécies de abelhas ja descritas, 85% possuem habitos solitarios que se
caracterizam por nao haver nenhuma forma de cooperacdo entre os individuos.
Dessa forma, cada fémea constrdi, aprovisiona, realiza postura e fecha as células
que formam seu ninho, apds isso, ela geralmente morre, ndo havendo sobreposi¢ao
de geragcOes. As cleptoparasitas, que representam 10% da populacdo de abelhas,
possuem habito solitdrio e utilizam células aprovisionadas por outras abelhas,
normalmente solitdrias, para realizarem postura. Nesse caso, as suas larvas se
desenvolvem a custa dos alimentos do hospedeiro e, normalmente, a larva da
espécie cleptoparasita nasce/eclode antes da larva da espécie hospedeira, que
construiu o ninho , ela se alimenta e cresce, e quando a segunda larva da hopedeira
eclode ela pode ser morta pela cleptoparasita. As espécies parasitas nao
transportam pdlen e muitas vezes se parecem com vespas. Por fim, espécies 5%
das abelhas apresentam algum grau de sociabilidade e formam col6nias numerosas,

perenes e com alto grau de organizacdo interna (Michener 2007).
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A fémea da abelha solitdria possui um comportamento independente e
cuida do ninho sozinha. Ndo ocorre cooperagdo, ou divisdo de trabalho, entre as
fémeas de uma mesma geracao, ou entre maes e filhas e, na maioria das vezes, a
mae morre antes de sua prole emergir, sem haver relacdes entre geracoes
diferentes. Durante sua vida as abelhas possuem principios bdsicos, que sdo:
procurar o local para a constru¢ao do ninho, colocar os ovos, buscar alimento para
a cria e defender o ninho quando necessdrio. H4 uma grande diversificacdo de
habitos de nidificacdo entre as abelhas solitarias, sendo que o local escolhido pode
ser um tronco de madeira, uma drea exposta de solo ou barranco, fendas em muros,
ou ainda orificios pré-existentes em outro tipo de substrato, como um buraco de
fechadura, canos, tijolos, etc. Mas, dificilmente constroem ninhos expostos; e
muitas ainda escolhem regides proximas a flores (Rozen 1994).

O material utilizado para constru¢do pode ser barro ou areia misturada com
6leo ou resina vegetal, folhas de plantas cuidadosamente cortadas e unidas com
resina e/ou barro e resina pura. O ninho pode receber também uma camada
impermeabilizante (de natureza glandular). Existem espécies que ndo revestem o
local de nidifica¢do, permanecendo as larvas em contato direto com as paredes do
ninho (Gathmann er al., 2002; Reis 2005; Santos et al., 2002).

Ao levar tais materiais para dentro da cavidade, a fémea constréi a célula,
ou seja, o espago (a unidade) onde sua prole se desenvolverd. Cada célula sera
revestida com o material de construcdo e preenchida com alimento. A fé€mea
coloca um ovo em cada célula e quando fechar esta célula, logo comecara a
construir a proxima. Em geral, uma abelha solitdria constrdi entre 6 e 15 células
levando entre 3 e 6 semanas. Apds este periodo a fémea more (Semida 2004;

Santos et al., 2002).
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1.8.3. Tetrapedia diversipes

A familia Anthophoridae € a maior dentro da superfamilia Apoidea e
apresenta uma diversidade de géneros de abelhas coletoras de 6leos organizadas
em trés tribos: Centridini, Exomalopsini e Tetrapediini (Michener 2007; Santos
2002).

Quase todas f€meas dessas abelhas possuem estruturas altamente
modificadas para coletar os Oleos florais, sendo que algumas ainda utilizam uma
regido cheia de pelos em suas tibias posteriores para carregar o polen das flores ou
outras substancias para os seus ninhos (Santos 2002).

De acordo com a literatura, as abelhas do género Tetrapedia sao conhecidas
por coletarem podlen a partir de flores do género Ludwigia (Onagraceae),
Asteraceae, Cactaceae e Euphorbiaceae, sendo que elas ja foram observadas
coletando poélen de flores de Lamiaceae também (Nogueira, 1997).

Os ninhos das Tetrapedia diversipes sao construidos com areia, resinas,
Oleos e resinas florais, néctar e pdlen. Ninhos de Tetrapedia diversipes sao
compostos por um numero varidvel (normalmente 2-7) de pequenos espagos
individualizados chamados de células do ninho. Cada célula tem uma massa clara e
uma parte escura. A massa escura € basicamente composta de uma mistura de areia
e dleo e resina floral, enquanto que a massa clara é uma mistura de pélen, néctar e

6leo floral (Figura 10) (Santos et al., 2002).
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Massa escura

Massa clara <

Figura 10. A) Ninho do T. diversipes com 6 células (B) Uma célula de ninho

ilustrada para massa clara e escura e com ovo (Santos 1A, et al., 2002).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos dessa tese sdo a quimica dos recursos florais utilizados por

abelhas solitarias com €nfase particular na:

1. composi¢do dos Oleos florais de especimes das familias Krameriaceae e
Malpighiaceae, presentes no cerrado, avaliando a variacdo de quimica dos

Oleos florais entre géneros distintos e dentro de um mesmo género.

2. isolamento e sintetise dos compostos majoritarios dos oleos florais de

Pterandra pyroidea.

3. Correlacionar a composicdo quimica dos ninhos de 7. diversipes (abelha

solitdria) e os recursos florais (pdlen e néctar).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise quimica dos 6leos florais de Malpighiaceae do Cerrado

A maioria das espécies da familia Malpighiaceae utilizam lipidios florais
para atrair polinizadores (Santos et al., 2007; Sazima e Sazima 1989; Carvalho et
al., 2005; Costa et al., 2006). Portanto, para se avaliar a quimica relacionada a
ecologia de flores de espécies da familia Malpighiaceae e seus polinizadores
(abelhas solitdrias em sua maioria), Oleos florais de 33 espécies simpatricas
pertencentes a sete gé€neros diferentes (Banisteriopsis, Byrsonima, Camerea,
Heteropterys, Peixotoa, Pterandra e Tetraptenys) foram analisados e suas
caracteristicas quimicas foram avaliadas empregando diferentes técnicas
espectroscopicas.

Os dleos florais foram extraidos com acetato de etila fornecendo em média
de 0,1 a 1,0 mg por flor (Tabela 2). Como havia uma pequena quantidade de 6leos

florais, optou-se pela técnica de CG-EM para andlise das amostras.

Tabela 2. Oleos florais das espécies Malpighiaceae

~ | o ~
S/No Espécies : E.: E g E g Eﬂ g Eﬂ g Eﬂ
i

1 Heteropterys campestris 70 | 560 | 4 10 26,5 0,4 | 0,04

2 | Heteropterys pteropetala 20 | 160 | 2 10 26,6 1,3 | 0,16
3 Banisteriopsis laevifolia 70 | 560 4 10 117,4 1,6 0,20

4 Banisteriopsis campestris 50 | 320 | 4 10 37,9 0,8 0,11

5 Banisteriopsis anisandra 29 | 320 | 3 20 29,2 1,0 | 0,09

6 Byrsonima subterranea 5 50 2 10 4,1 0,8 0,08
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7 Banisteriopsis stellaris 80 | 640 | 4 10 166,4 2,1 0,37

Byrsonima laxiflora 90 | 450 | 4 10 43,4 0,5 0,09
9 Byrsonima guilleminiana 40 | 200 | 4 10 71,1 1,1 0,35
10 Byrsonima verbascifolia 20 | 100 | 4 10 41,6 2,1 0,41
11 Byrsonima Coccolobifolia* 5 50 8 10 50,5 10,1 1,01
12 Byrsonima rigida 50 | 500 | 4 10 42.6 0,8 0,08
13 Byrsonima basiloba 65 | 650 | 5 10 113,4 1,2 0,17
14 Byrsonima vimnifolia 8,0 40 3 10 15,6 1,9 0,39
15 Byrsonima pachyhpylla 55 | 550 | 8 10 60 1,1 0,10
16 Camarea affinis 10 80 4 10 10,9 1,1 0,13
17 Pterandra pyroida 274 | 137 | 3 10 3,0 0,1 0,02
18 Peixotoa goiana 55 | 340 8 10 60,0 1,1 0,17
19 Peixotoa reculata 18 72 8 10 35,0 1,9 0,48
20 Heteropterys tomentosa 70 | 560 | 4 10 45,0 0,6 0,08
21 Heteropterys nervosa 40 | 341 4 10 20,0 0,5 0,05
22 Banisteriopsis variabilis 100 | 800 | 4 10 15,0 0,1 0,01
23 Banisteriopsis latifolia 20 160 | 4 10 30,0 1,5 0,18
24 | Banisteriopsis megaphylla 30 | 240 | 4 10 15,0 0,5 0,06
25 Banisteriopsis pubipetala 33 | 254 | 8 10 3,0 0,1 0,01
26 Tetraptenys jussieuniana 80 | 640 | 8 10 50,0 0,6 | 0,07
27 Byrsonima umbellata 20 | 200 | 4 10 40,3 2,0 0,02
28 Banisteriopsis argyrophylla 12 96 4 10 25,0 2,1 0,26
29 Banisteriopsis nummifera 80 | 640 | 4 10 63.4 0,8 0,09
30 Banisteriopsis schizoptera 58,5 | 468 | 4 10 80,9 1,4 0,17
31 Heteropterys escalloniaefolia 10 80 4 10 26,0 2,6 0,32
32 Banisteriopsis malifolia* 36,5 | 292 | 4 10 332,0 9,1 1,13
33 Tetraptenys ambigua* 23,2 1232 | 4 10 153,0 6,5 0,65

#F= N° de flores, #E= N° de elai6foros, S= solvente, O/F= 6leo por flor, O/E= dleo por elaiéforo. *ndo foi possivel

repetir
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Os O6leos foram metilados com diazometano antes de serem analisados por
CG-EM devido a presenca de acidos carboxilicos, evidenciado por espectroscopia
no infravermelho (Anexo 4) e pela presenca de manchas alongadas nas
cromatografias em camada delgada de silica (Reis er al.,, 2007). As andlises
cromatograficas realizadas com 6leo floral metilado confirmaram a presenca de
varios 4cidos graxos metilados que na discussdo em curso serdo citados apenas
como 4cidos graxos, em vez de éster metilico de 4acido graxo, a fim de se
concentrar no composto de origem.

Os cromatogramas de ifons (“fotal ion chromatogram”) mostram que a
maioria dos Oleos florais brutos contém um ou dois &4cidos graxos como
componentes principais, € em alguns casos o 6leo floral contem acilglicerdis
(Anexo 1). Além disso, estes componentes se relacionam com picos base em m/z
43 e também diferentes combina¢cdes de picos intensos ou caracteristicos em m/z
103, 131, 145, 173, 157 e 185 (pg. 43). Com base nos padroes de fragmentacao dos
principais componentes dos 6leos florais das espécies da familia Malpighiaceae do

Cerrado os 6leos foram classificados em quatro tipos, isto é, A, B, C e D.

3.1.1. Oleos florais do tipo A

Este tipo de recompensa floral tem predominincia de um ou mais 4acidos
graxos de 20 a 24 atomos de carbono cujos espectros de massas apresentam pico

base de m/z 43, e picos caracteristicos de m/z 153, 185, 245 e 287 (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Espectro CG-IE/EM de 1 (Tabela 7-pg 47), pertencente a classe do

éster metilico do 4cido graxo 3,9-diacetoxi-docosanoico predominante nos florais
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Figura 12. Espectro CG-IE/EM de 2 (Tabela 7-pg. 47), pertencente a classe do

éster metilico do 3,9-diacetoxi-tetracosanoico predominante nos 6leos florais do

tipo A.

A presenca de um pico base de m/z 43 indica a presenca de um ou mais

grupos acetilas, enquanto que um fragmento de m/z 287 indica que um dos grupos

acetoxi se encontra na posi¢do 9, o qual gera o fragmento de m/z 245 (287-
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CH,CO) pela perda de uma molécula neutra, o ceteno (McGoran et al., 1996). A
presenca do fragmento de m/z 185 (245-CH; CO;H) indica a presenca de um
segundo grupo acetéxi (-OCOCHj3;), porém nao € possivel indicar a posi¢ao do

mesmo (Figura 13).

O OAc |
/U\)\/\/\/K/R _> o "
o
287(6%)
AcOH lCHzco
® ®
o |OAC O OAc (l)H
439
227(3%) 245(43%)
® - ACOHl
(o) ®
O OH
Ow SHLOH )J\/\/\/\)l
7 \O F
153 (33%) 185(44%)

Figura 13. Rota de fragmentacdo proposta para €steres metilicos do acidos 3,9-

diacetoxi-alcanoicos

Os ions moleculares de m/z 470 e 498 ndo foram observados, porém a
caracterizacdo do composto que elui em 34,21 e 37,71 min foi possivel através dos
seus fragmentos de m/z 427 e m/z 455 caracteristicos da perda de radical acetila
(470 — 43 e 498 - 43) e fragmentos de m/z 410 e de m/z 438 e fragmentos de m/z
350 e de m/z 378 indicam a perda de uma ou duas moléculas de CH3CO,H
respectivamente (Figura 14). O rearranjo de McLafferty explica os fragmentos de

m/z 276 e 304 formados a partir dos fragmentos de m/z 350 e 378 (Figura 11 e 12).
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Figure 14. Rota de fragmentagdo proposta para ésteres metilicos dos acidos 3,9-

diacetoxi-docosanoico e 3,9-diacetdxi-tetracosanoico.

Todavia, por mais confidvel e precisa que a identificacdo espectrométrica
tenha sido, um representante (Composto 1; Tabela 7-pg. 47) desta classe foi
isolado do 6leo floral bruto da espécie Banisteriopsis anisandra, por cromatografia
em coluna de silica para confirmar a identificacdo. O composto isolado foi
caracterizado por meio das técnicas de RMN de 'He C ID e 2D (HSQC e
HMBC). Os dois sinais (2H; p; 4,98 ¢ 5,20 ppm) no espectro de RMN de 'H do
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composto puro foi atribuido aos hidrogénios carbindlicos do C3 e C9 e os dois
sinais (dd, 2,53 e 2,58 ppm) foram atribuidos aos hidrogé€nios diastereotdpicos de
C2, e os dois sinais simples em 2,01 e 2,04 ppm, correspondendo as 3H cada,
foram atribuidos as metilas dos grupos acetoxilicos (Anexo 2).

Os sinais do espectro de RMN de C foram também atribuidos 2 presenca
de trés grupos carbonilicos que ficou evidenciada pelos sinais em 170,41, 170,94 e
170,86 ppm. Os sinais em 70,5 e 73,9 ppm correspondem a carbonos carbinodlicos e
atribuidos a C3 e C9 respectivamente. O sinal em 39,0 ppm foi atribuido ao C2
(Anexo 2). No mapa de contorno de correlacio H, C a miltiplas ligacoes
(gHMBC) um dos hidrogénios carbindlico (5,20 ppm) apresentou correlacdo com
C2 (39,0 ppm) e C4 (33,7 ppm) enquanto que o segundo hidrogénio carbindlico
mostrou correlacdo com o C8 (34,0 ppm) e C10 (34,2 ppm) confirmando o padrao
de substitui¢do 3,9-diacetoxi para este acido graxo de Oleo floral sugerido
anteriormente pela rota de fragmentac@o no espectro de massas (Tabela 3 e Anexo
2). E importante destacar que esse 4cido graxo floral é um composto inédito em
termos do padrdo de substitui¢cdo. A férmula estrutural exata do representante desta
classe estd indicada na figura 15.

O espectro de massas-ESI (Anexo 3) no modo positivo forneceu o fon quase
molecular em de 471,3861 u consistente com a férmula molecular C,7H510¢. O

outro membro desta classe apresentou cadeia de carbono 24 (pg. 46).

0] O

0 o)K o)K
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8

Figura 15. Férmula estrutural do éster metilico do dcido 3,9-diacetdxi-
docosandéico (1).
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Tabela 3. Atribuicdes dos deslocamentos quimicos do éster metilico do 3,9-
diacet6xi-docosandico (1) (dcido graxo do tipo-A).

HSQC
C# 51-1 (mult, J) ﬁc HMBC
e 3.67 (s, 3H) 51.8 Cl
1 170.5
2.53(dd, 2H.J=5 e 15 Hz): 2.58
2 (dd. 2H, J=10 e 15 Hz) 39,0 Cl,C3eC4
3 5.20 (m, 1H) 70,5  C4e COCHy-C3
4 1,60 33.7
5 1.43 251
6 129 20.9
7 1.43 252
8 1,50 34.0
C7.C8,C10, Cl1
9 4.84 (m, 1H) 73.9 . COCHLCS
10 1,50 342
11 1.25 253
12-19 1.25 29.3-29.6
20 1.25 31.9
21 1.50 227
2 0.88 (t, J= 5 Hz, 3H) 14.1 C21 e C20
COCH;—C3 170.9
COCH,—C3 2,04 (s, 3H) 213
COCH, —C9 170.9
COCH,—C9 2,03 (s, 3H) 21,1

Com base no padrdao de fragmentagcdo estabelecido foi possivel encontrar

quatro acidos graxos com cadeias de diferentes comprimentos (C-22, C-24) em

diversos 6leos florais de espécies de Malpighiaceae. Dois membros apresentam o

grupo hidréxi (-OH) na posi¢do 3 e o grupo acetdxi no carbono 9, enquanto que os

outros apresentaram o grupo acetoxi em ambas as posicoes (Tebela 6, pg 43). Os

acidos graxos 3-hidroéxi-9-acetéxi foram facilmente distinguidos dos homdlogos

diacetoxi, pelo fato do grupo 3-hidroéxi dar origem ao fon caracteristico de m/z 103

(Figura 19, pg 31).
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3.1.2. Oleos florais do tipo B

A recompensa floral do tipo-B caracteriza-se pela presenca predominante de
acidos graxos com padrdo de fragmentacdo por impacto de elétrons CG-EM que
inclui um pico base de m/z 43, um pico menos intenso de m/z 259 e um pico
caracteristico de m/z 157 (Figura 15). A presenca de um pico menos intenso de
m/z 145 denota a presenga de um grupo acetoxi em C3, enquanto que a presencga de
um pico de m/z 259 indica a presenca de um segundo grupo acetoxi em C7,
confirmado pela presenca do fragmento de m/z 217 (259-CH,CO). O fragmento de
m/z 157 pode ser originado do fragmento de m/z 217 pela perda de uma molécula
de 4cido acético (CH3;COOH) (Figura 16). Com base nesse raciocinio pode-se
concluir que hd um padrao de dissubstituicdo do tipo 3,7-, para esta classe de

acidos graxos florais.
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Figura 16. Rota de fragmentacao proposta para os espectros de massas dos ésteres

metilicos dos acidos 3,7- diacetoxi-alcandicos (11, 12, 17 e 46; Tabela 7).
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Foram descobertos seis membros da mesma série em diferentes 6leos florais.
Entre esses compostos, dois membros apresentam um grupo hidréxi (-OH) na
posi¢do C3 e um grupo acetéxi (-OCOCH;3) na posicao C7 (7-acetoxi-3-hidroxi)
com 20 e 22 atomos de carbonos, e trés membros com 18, 20, 22, e 24 atomos de
carbonos e dois grupos acetdxi (-OCOCH3;) nas posicdes 3 e 7 (Tabela 6).

Os fons moleculares (M * = 414, 442, 470 e 498) dos ésteres metilicos dos
dcidos 3,7-diacetéxialcandicos (11, 12, 17 e 46) ndo puderam ser obtidos no

espectro de massas (CG-EM) foram deduzidos a partir dos padroes de

fragmentacdo (Figura 17 e 18).

+
T 0 :
O OAc OAc 2AcOH )l\/\/\/\/\
—_—
\O)]\/K/\/\/\R \O =z =z R
+
R M* R m/z
CoHy3 414 CoH g 294
CyHy; 442 nd. CyHy; 322 (18%)
Ci3Hyy 470 C:H,, 350
CysHj, 498 CysHs, 378

o 3 %
OH N
\\/\/\/\/\

=z =

\OJ\/\/\/U\/\R R
R m/z R m/z
CoH g 311 CoH g 263

C, Hys 339 (6%) C,Has 291 (12%)
Cy3Hy7 367 C,3H,, 319
CysHy, 395 CysHs, 347

Figura 17. Rota de fragmentagdo proposta para dcidos 3,7-diacetoxi-alcandicos.
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Os espectros de massas dos ésteres metilicos dos dcidos 7-acetoxi-3-
hidroxi-eicosanéico (9) e 7-acetoxi-3-hidroxi-docosandico (10) apresentam um

picos caracteristicos de m/z 103 e m/z 157 (pico base) (Figuras 19, 20 e 21).

1 @
o) OH OAc | *

o) OH
\ o R \O =

m/z 103 (48 %) m/z 157 (100%)

Figura 19. Rota de fragmentacao proposta (GC-EM/IE) para os ésteres metilicos

dos acidos 7-acetoxi-3-hidroxi-alcandicos.

m/z 339 (18%) R =C 3Hy

/z 367 (16%) R =CsH
m/z400 R =C3Hg m/z382 (4%) R =C3Hy m/z 367 (16%) 15H3,
m/z7 428 R:C15H31 n.d. m/z 410 (3%) R=C15H31

(o}
l \O)K’ l - AcOH o}
OAc

® (o)

OQ/\)\ \OWR
R

m/z322 (12%) R =C 3Hy

m/z 327 R =Cy3Hy m/z350 (11%) R =C;sHy

m/z 355 R =C,sHy, ™4

OCHj3
® - AcOH g) l

OH \\\/\/\/\

W ~ Z

7
R m/z281 n.d. R =C3Hg

267 (13%) R =C3Hyg m/z 319 (4%) R = C,sHjs,
295 (8%) R =C,sHj,

Figura 20. Rota de fragmentacao proposta (CG-EM) para os ésteres metilicos dos

acidos 7-acet6xi-3-hydroxi-eicosandico (9) e 7-acetdxi-3-hidroxi-docosandico (10)
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Os fons moleculares (M* = 400 e 428) para os compostos 9 e 10 nido foram
determinados por CG-EM, mas simplesmente deduzidos inicialmente pelos seus
respectivos padrdes de fragmentacdo. Por exemplo, para 10 os fragmentos em m/z
410, 367 e 350 sugerem uma massa molecular de 428 u (Figura 20 e 21). Assim
como os fragmentos de m/z 382, m/z 339, m/z 322 e m/z 267 no espectro de massas
de 9, tém uma diferenca de 28 u (C,H,), com os fragmentos de m/z 410, m/z 367,
m/z 350 e m/z 295 e 10, sugerindo uma massa molecular de 400 u para 9 (Figura
20 e 21).
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Figura 21. Espectros de massas dos ésteres metilicos dos 4cidos (A) 7-acetoxi-3-

hidroxi-eicosandico (9) e (B) 7-acetdxi-3-hidroxi-docosandico (10).
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Com o intuito de ndo tornar o resultado ambiguo, um padrao (Composto 12;
Tabela 7) foi isolado a partir do 6leo floral de Byrsonima laxiflora e o mesmo foi
caracterizado espectroscopicamente (RMN de 'H e ®C em 1D) e RMN 2D
(HMBC e HSQC). O espectro de RMN de 'H de 12 apresentou dois sinais em 4,98
e 5,20 ppm atribuidos aos hidrogénios carbindlicos e dois dupletos duplos
atribuidos aos hidrogénios diastereotopicos do C2 (dd, 2,53 e 2,58 ppm) e também
dois sinais simples em 2.01 e 2.04 ppm atribuidos aos grupos metilicos ligados a
carboxila que confirmam a presenca de dois residuos acetdoxi no acido graxo
(Anexo 2).

De forma andloga o espectro de RMN de “C de 12 apresentou sinais
correspondentes a carbonos carbonilicos em 170,4; 170,8 e 170,9 ppm. Os sinais
em 70,5 e 73,9 ppm foram atribuidos aos carbonos carbindlicos C3 e C7
respectivamente (Anexo 3). No mapa de contorno g HMBC de 12 o hidrogénio
carbindlico em 5,20 ppm mostrou correlagcdes com C2 (39,0 ppm) e C4 (33,7 ppm)
enquanto que o segundo hidrogénio carbindlico mostrou correlagdes com C6 (34,0
ppm) e C8 (34,2 ppm) assim confirmando o padrao de substituicdo 3,7-diacetoxi
para este tipo de acido graxo floral. Estas correlagdes confirmaram a estrutura
sugerida por espectrometria de massas. (Figura 21 e Tabela 4).

O espectro de IES-EM (Anexo 3) no modo positivo do composto 12
permitiu a obtengcdo do ion quasi molecular de m/z 471,3861 que € consistente com
a massa molecular 470.3861 u ¢ com a férmula molecular C»;H50O¢. Os outros
membros da classe apresentam cadeias com diferentes ndimeros de carbono

(Tabela 6, pg 43).
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M/\%K/\(CH?)\/

10

Figura 22. Férmula estrutural éster metilico do 4cido 3,7-diacetéxi-docosandico

(12)

Tabela 4. Atribuicdes dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H (400 MHz,
CDCl3) e °C (100 MHz, CDCl3), para o éster metilico do 4cido 3,7-diacet6xi-

docosandico (12).

HSQC
C# 5 Fa——r— HMBC
1 51,8 3,67 (s, 3H) Cl
1 170,0
2,52 (dd,J=4e16 Hz; 1H) e
2 38,9 2,57( (dd, J=8 ¢ 16 Hz, IH)) Cl,C3eC4
C2,C4,C5e
3 70,0 5,2 (m, 1H) COCH.C3
4 34,0 1.6
5 20,9 1.43
6 34,0 1.53
C5,C6,C8, C9 e

7 73,9 4,84 (m, 1H) COCHLCS
8 34,0 1,53
9 25.0 1.25

29.2 -
10-19 206 1,25
20 31,9 1.25
21 22,7 1.25
22 14,1 0,85 (t, J=8Hz; 3H) C20 e C21
COCH;-C3 1709
COCH;-C3 212 2,04 (s, 3H)
COCH;-C7 170,9
COCH;-C7 21,0 2,04 (s, 3H)
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3.1.3. Oleos florais do tipo C

A primeira vista os Oleos florais do tipo C sdo exatamente iguais aos Oleos
florais do tipo B, pois os compostos predominantes (5 e 6; Tabela 7 pg. 47)
apresentam espectros de massas com pico caracteristico de m/z 157, assim como

um pico base de m/z 43.
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Figura 23. Espectro de massas dos 4cidos Pterandricos A (5) e B (6).
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Os picos intensos de m/z 131 e 173 (Figura 24) indicam que a posi¢do dos
substituintes € diferente comparado aos outros dcidos graxos até agora discutidos, e
indicam a presenca de um grupo acetéxi (-OCOCH;3) na posi¢do cinco dos 4cidos

alcaacetdxi (5 e 6; Tabela 7).

OA ®
0 OAc oAc |t )\C/R 0 lOAc 0 oH
Rl ° - )
A~ A NN NS H O N
173.08 (23%) 131.07 (45%)

Figura 24. Rota de fragmentacao do espectro de massas indicando a presenca do

residuo acetdxi em C5.

O segundo grupo acetéxi (-OCOCH;3) pode estar presente na posicao C7,
pois o espectro de massas apresenta fragmentos de m/z 259. Um fragmento de m/z
157 pode surgir quando uma molécula de 4cido acético (CH3COOH) é removida
da posicdo C5. Além do mais, fragmentos de m/z 369, 309 e 267 também sugerem
um padrao de substituicdo 5,7 tendo em conta uma massa molar de 470 u para 5
(Figura 25).

As massas molares para 5§ (M* = 470) e 6 (M* = 498) foram inicialmente
deduzidas pelos seus fragmentos nos espectros de massas por EI-EM e
posteriormente confirmados por IES-EM (Anexo 3) no modo positivo permitindo
obter o fon quasimolecular (M" Na") de m/z 493,3510 e 521,3821 para 5 ¢ 6
respectivamente. Portanto, a formula molar de 5 é C,7H;50O¢ € 6 € Cy9Hs4O.

O fragmentos mais importantes para S e 6 no CG/IE-EM foram

racionalizados nas figuras 25 e 26.
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Figura 25. Rota de fragmentacao do dcido graxo presente no tipo-C de 6leo floral

com padrao de substitui¢ao 5,7-diacetoxi.
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Figura 26. Rota de fragmentacdo dos compostos S e 6.
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Uma pequena quantidade do composto 5 (2,3 mg) foi purificada do 6leo
floral de Pterandra pyroidea que € a unica que o produz (0,002 mg/elaioforo).
Esta espécie parece estar num processo de substituicdo da recompensa floral de
Oleo floral para polen (Cappellari et al., 2011).

O espectro de RMN de 'H apresenta um multipleto em 4.92 ppm atribuido
aos hidrogénios carbindlicos (2H) e outro multipleto atribuido aos dois hidrogénios
a-carbonila em 2.35 ppm. Adicionalmente os dois duplo duplo dupletos (ddd, 1,70
e 1,88) foram atribuidos aos dois hidrogénios diastereotopicos do carbono 6. O
espectro de RMN de "°C apresenta trés sinais atribuidos aos grupos carbonilicos de
carboxilas (173,7; 170,7 e 170,6 ppm) e dois sinais atribuidos a carbonos
carbindlicos (70,8 e 17,2 ppm). Todas estas caracteristicas levam a propor a
estrutura de um novo acido graxo floral, denominado de acido pterandrico
(Figura 27, Tabela 5 ¢ Anexo 2).

Portanto, a etapa seguinte deste trabalho foi sintetizar este dcido graxo para
confirmar o padrio de substituicio e determinar a estereoquimica relativa dos

substituintes em 5 e 7 (secao 2.2).

Figura 27. Estrutura do éster metilico do acido pterandrico (5) composto

predominante em 6leo do tipo C.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H (500 MHz, CDCl5) e BC RMN
(125 MHz, CDCl3), do éster metilico do 4cido pterandrico (5).

C# oy ppm (mult, J ) Oc ppm
r 3,68 (s, 3H) 51,5
1 173,7
2 2,30 (m) 34,2
3 1,68 (m) 20,5
4 1,57 (m) 33,3
5 4,93 (m, 1H*) 70,8
6 1,70 (m) e 1,88(m) 38,3
7 4,93 (m, 1H*) 71,2
8 1,57 (m) 33,6
9 1,25 25,1
10-19 1,25 29,3 -29,6
20 1,25 31,9
21 1,25 22,7
22 0,88 (t,J=8 Hz,3H) 14,1
COCH; -C5 170,6
COCH;-C5 2,04 (s, 3H) 21,2
COCH;-C7 170,7
COCH;-C7 2,04 (s, 3H) 21,2

*QOcorre superposi¢do de sinais

3.1.4. Oleos florais do tipo D

Os 4acidos graxos do quarto tipo sdo encontrados nos lipidios florais
secretados por vdrias espécies e apresentam pico base de m/z 43, o que novamente
indica a presenca de um ou mais grupos acetila, assim como picos caracteristicos
de m/z 287, 245, 153 e 185, sugerindo que o grupo acetdxi (-OCOCHs;) estd ligado
ao C9 e que o segundo grupo acetéxi (-OCOCHS3;) pode estar entre a posicdo 1 e 9,
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como nos dcidos graxos das recompensas florais do tipo A (Figura 13, 14).
Todavia, a estrutura exata desta classe de dcidos graxos florais ndo € igual a da
classe dos dacidos graxos da primeira classe, pois estes acidos graxos florais
também apresentam picos de m/z 173 e 131, indicando que o segundo grupo
acetoxi (-OCOCH;) estd ligado na posicdo C5, o que € uma caracteristica dos
6leos florais do tipo-C (Figura 24 e 25). Assim, pode-se concluir que ocorre um

padrdo de substitui¢do do 5,9-diacetoxi para este tipo de acidos graxos (Figura

28(A, B) e Figura 29).
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Figura 28. Espectros de massas e rota de fragmentacdo proposta para os ésteres
metilicos dos dcidos (A). 5,9-diacetéxi-docosanoico (7) (B). 5,9-diacetéxi-
tetracosanoico (8).
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\OWR Ol’ldeR:C13H26 ou C15H31

Figura 29. Férmula estrutural da classe D de dcidos graxos florais.

Em razdo do padrio mencionado anteriormente apresentar os picos de m/z
287 e 185, tem-se uma indica¢do de que ocorre substituicdo em C9 e, no caso dos
fragmentos de m/z 173 e 131, indicam a presenca de substituintes na posi¢ao 5
(Figura 28 A e B). Entretanto estes dcidos graxos ocorrem em pequena quantidade
e as estruturas ndo puderam ser confirmadas por outros métodos espectroscopicos.

A sintese nao foi efetuada.

3.1.5. Composicao quimica dos oleos florais da familia

Malpighiaceae do Cerrado

Os nossos resultados indicam a presenca de acidos graxos dissubstituidos
com grupos hidréxi (-OH) e acetéxi (-OCOCH;3) em diferentes posicoes, tais
como 3,7-, 5,7-, 3,9- ¢ 5,9-, e com 18, 20, 22, e 24 d&tomos de carbono (Figura 30 e
Tabela 6), sendo que tais dcidos graxos sdo os constituintes principais dos dleos
florais. Alguns 4cidos graxos de cadeia longa linear, que nao apresentam
substituicdo, foram encontrados nos 6leos florais brutos que foram caracterizados
pelos seus espectros de massas comparados aos dados de biblioteca Wiley 275,
espectro de massas CG-EM (Tabela 7-pg 47). Adicionalmente pequenas
quantidades de acidos graxos 3-hidroxi/acetéxi de 16 a 22 atomos de carbono
foram encontradas. A identificacdo dos 4cidos substituidos no C-3 serd discutida

nos Oleos florais de Krameriaceae (2.2).
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Figura 30. Rota de fragmentacao de 4dcidos graxos metilados, sugerindo padrdes

de dissubstitui¢ao 3,7-, 5,7-, 3,9- ou 5,9-.

Tabela 6. Novos tipos de acidos graxos florais identificados.

C/N° n R, m R, R3
1 1 OAc 5 OAc CisHy
2 1 OAc 5 OAc CisHs;
3 1 OH 5 OAc CisHs
4 1 OH 5 OAc Ci7Hss
5 3 OAc 1 OAc CisHsy
6 3 OAc 1 OAc C7Hss
7 3 OAc 3 OAc CisHy
8 3 OAc 3 OAc CisHsy
9 1 OH 3 OAc CisHye
10 1 OH 3 OAc CisHs
11 1 OAc 3 OAc CisHyy
12 1 OAc 3 OAc CisHs
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3.1.6. Caracterizacoes de acilglicerdis

Entre os 6leos florais das 33 espécies de Malpighiaceae somente Tetraptenys
jussieuniana e Peixotoa reticulate apresentaram acilglicerois. As estruturas destes
acilglicerois foram atribuidas com base nos espectros de massas e comparagdo com
dados da literatura. (Figuras 31 a 35) (Durmi er al., 2008; Reis er al., 2003 e
2005). Os acilglicerois encontrados nestas duas espécies foram 1-acetil-2-(3-
acetoxi-hexadecanoil) glicerol (24), 1-acetil-2-(3-acetéxi-eicosanoil) glicerol (25),
I-acetil-2-(3-acet6xi-docosanoil) glicerol (26), Oncidinol (28) e seu homdlogo 1,3-

diacetil-2-(3,7-diacetéxi-octadecanoil) (27) (Tabela 7-pg 47).

HO
O OAc OAc

AcO ' 'H\/N
i~
N O Ci3Hyy

m/z 117 -«—

s m/z351 — m/z291

- CH;COOH - CH;COOH
Abundancel 440

804 171 Mt =544 (n.d)
&0 M* — (60+18) = m/z 466
704 M* — (60+60+18) = m/z 406
B0 a1.0 M*t —120=424
50 Onde:

159.1 291.3 60 = CH;COOH

0 18 = H,0
304

204

303z 3613
456.4
. L ped . L33 Paag g

3tn 30 400 450

Figura 31. Espectro de massas e rota de fragmentacdo do Oncidinol (28) com base

na literatura.

52



AcO

O OAc OAc
AcO NG /:H\)\/\/k
E 0 i Cq4Ha3
m/z 159 < '

Abundancs 15400 :_> m/z 383-—()» m/z 323 WH’I/Z 263
* M? =558 (n.d.)
£0] Mt — (60+60) = m/z 438

Mt — (60+60+60) = m/z 378
m Onde 60 = CH;COOH
2631
20
0 3951 4132 4381

méz--»

Figura 32. Espectro de massas do 1,3-diacetil-2-(3,7-diacetéxi-octadecanoil) (27).
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Figura 33. Espectro de massas e fragmentacao do 1-acetil-2-(3-acetoxi-

hexadecanoil) glicerol (24).
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Figura 34. Espectro de massas e fragmentacao do 1-acetil-2-(3-acet6xi-
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octadecanoil) glicerol (25).
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Figura 35. Espectro de massas e fragmentagdo do 1-acetil-2-(3-acetéxi-eicosanoil)

glicerol (26).
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Tabela 7. Identificacdo dos compostos como ésteres metilicos em 6leos florais de

Malpighiaceae.
C# IR Nome/Estrutura Picos caracteristicos
471[M*+H, ESI], 427(1), 410(2),
3006.63 O OAc OAc 350(15), 319(14), 287(10),
1 ’ ~o CiaHar 276(22), 245(43), 185(52),
153(37), 43(100)
395(8), 378(16), 347(16),
> 13188.97 O OAc OAc 304(20), 287(7), 245(43),
’ ~o CisHa 201(60), 185(45), 153(34),
43(100)
o on oA 507[[M*+K, ESI], 468(M", 4),
c 467(4), 409(4), 360(25),
3 | 3118,26 \oj\/\/\/\/kcwHﬂo 290(15), 185(41), 153(33),
135(36), 81(55), 43(100).
O OH OAc 409(4), 360(25), 290(15),
4 |3407,17 ~So Pl NAASAA~AGheo 185(41), 153(33), 135(36),
177131 95(50), 81(55), 43(100).
o OAc OA 439(1), 410(1), 397(9), 367(7),
5 1297481 - c 350(38), 335(4), 267(15),
’ o C1sHa 259(15), 199(25), 173(27),
157(88), 131(51), 43(100).
o OAc OAG 425(3), 395(7), 378(26), 259(6),
6 |3146,04 ~ 199(21), 173(27), 157(87),
o Ci7Hss 131(45), 43(100).
397(2), 367(8), 350(36), 287(2),
7 13010.67 0 OAc  OAc 267(15), 227(18), 185(63),
’ \O)J\/\/\/\/kaHZ? 173(25), 153(34), 131(33),
43(100)
425(4), 395(7), 378(38),
2 |31%6.95 0 OAc  OAc 295(14), 250(13), 227(19),
’ \OJ\/\/K/\)\CHHM 198(29), 185(71), 173(24),
153(33), 131(33), 43(100)
O OH  OAc 382(4%), 340(7), 339(19),
9 |2766,71 ~SoANAA~A 267(9), 248(7), 157(100),
13727 125(52), 103(38), 43(75)
O OH  OAc 339(8), 322(11), 291(11),
10 |2947,03 ~oANAA~A e 248(16), 170(23), 157(100),
157131 128(44), 125(23), 43(79)
443[[M*+H, ESI], 339(9),
11 12829 85 O OAc  OAc 322(21), 291(10), 248(11),
’ ~0 CiaHar 170(23), 157(100), 125(25),
100(25), 43(69).
6 ore oA 471[[M*+H, ESI], 367(8),
c c 350(19), 335(1), 259(1), 217(6),
1213005,12 ~o CisHa 157(100), 128(33), 125(23),

43(65).
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13

2400,0

~_

(CHz)22
352(7), 320(42), 278(4),
14 | 2896,64 DESCONHECIDO 201(15), 159(100), 127(37),
43(76)
15 |2794,45 4,5-Diidroxi-7-metoxiflavona 286 (M™; 88), 120 (37), 167 (100
), 180 (33), 193 (32)
- 408 (M™; 1), 57 (100), 71 (70),
16 | 2900 (CF)z7 85 (51)
O OAc OAG 381(11), 339(16), 332(19),
17 | 3188,16 NN 255(8), 157(100), 128(58),
17M35 125(58), 95(58), 43(94)
316(80), 280(64), 193(25),
18 |2860,15 DESCONHECIDO 180(64). 167(100), 137(62).
19 |292581 DESCONHECIDO 316(100), 193(32), 167(81),
, 137(86),
20 | 3703,95 DESCONHECIDO 426(13), 357(10), 109(100)
21 |2887.93 DESCONHECIDO 33060), 193(27), 164(57),
’ 151(100).
G OH 324(4), 292(8), 250(5),
22 |2523,29 \OJJ\/kC17H35 103(100), 74(12), 71(12).
374(23), 367(24), 317(13),
23 | 3520,32 DESCONHECIDO 269(50), 135(25). 43(100).
369(4), 352(8), 297(17),
OAc
24 |2847.13 237(53), 159(16), 117(100),
ACO\J\ Jl\/kc13H27 43(84)
OAc 440(2), 325(12), 265(43),
25 |3021,92 ACO\J\ J\)\C ’ 159(16), 117(100), 43(60)
15" 131
468(2), 425(5), 353(10),
26 |3207,34 OAc 293(40), 159(16), 117(100),
ACO\J\ )J\)\C17H35 43(64)
AcO 438(2), 323(9), 263(23),
27 |3224,01 ACQV\L QO OAc 262(22), 241(15), 159(100),
C11H23 43(70)
HO
O OAc OAc 291(52), 290(39), 159(87),
28 13320,80 ACOJ\ )k/‘\/\/kc13H27 117(97), 43(100).
o)
354(31), 311(19), 143(23),
29 12569,72 \O)L021H43 129(18), 87(68), 74(100).
30 |2959,66 DESCONHECIDO 143(91), 125(71), 114(100).
350(26), 157(59), 125(59),
31 |2856,62 DESCONHECIDO 113(77). 100(78). 43(100),
211(74), 179(90), 150(36),
32 | 3213,72 DESCONHECIDO 133(61), 100(100), 43(58),
33 |3238,98 DESCONHECIDO 376(27), 271(24), 211(44),

179(32), 100(79), 43(100).
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324(9), 292(19), 250(11),

34 |2622,25 DESCONHECIDO 15901000, 12753, 4379,
O 382(M*, 48), 159(46), 127(77),
35 | 2760,65 \O)L023H47 87(95) 55(100), 43(83).
36 | 298491 DESCONHECIDO 348(70), 159(77), 43(100).
348(47), 323(27), 291(18),
37 |3086,44 DESCONHECIDO 269(55), 159(48). 43(100).
. . . 300(85), 283(6), 193(20),
38 |2720,24 5-hidroxi-4,7-dimetoxiflavanona 166(18). 134(100). 121(58).
O OAc
313(15), 296(14), 265(24),
39 12403,04 \OJ\/kaH31 207(21), 43(100)
O OAc 341(17), 324(14), 292(34),
40 |2603,56 \OJJ\)\C H 281(12), 267(7), 250(14),
17H35 43(100)
y . 346(M*; 27), 195(4), 180(25),
41 |2933,90 Tetrametil éter de catequina 167(100). 151(17). 137(9)
o)
270(M* ;16), 239(12), 227(20),
42 | 1916,12 \O)]\%H31 143(19), 87(66), 74(100)
o)
208(M* :27), 267(9), 255(28),
43 |2137.86 \0)1\017,435 241(5), 143(31), 87(76), 74(100)
o)
326(M" ; 37), 295(8), 283(23),
44 12353,03 \0)1\019,439 143(30), 87(80), 74(74)
45 |3045,52 DESCONHECIDO 33243), ;ggggg’)l“ﬂ&
O OAc OAc 311(8), 294(21), 263(8),
46 |2635,89 ~oNAA~Ac 220(9),170(23), 157(100),
11M23 128(35), 125(24), 43(79)
358(M* 100), 343(51), 329(8),
47 |3123,81 Retusine 315(50), 165(24), 117(33),
43(48)
204(M", 35), 262(14), 178(14),
48 12103,47 | 9,12-Octadecadienoato de metila 109(40), 95(70), 81(72),
67(100)
319(16), 269(47), 153(33),
49 |3582,70 DESCONHECIDO 117(100), 43(45),
319(25), 318(32), 269(47),
50 |3625,64 DESCONHECIDO 135(20). 117(100), 43(23),
O OH 313(1), 296(4), 264(10), 222(8)
S112312,12 \OJJ\)\C15H32 103 (100), 74(25), 71(25)

C# = composto, IR = indice retencéo.
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3.2. Especificidade quimica dos dleos florais de espécies da familia

Malpighiaceae

Curiosamente, os cromatogramas de fons (“total ion chromatogram’) das 33
espécies simpdtricas da familia Malpighiaceae demonstraram que os géneros
utilizam diferentes tipos de recompensas florais para atrair os polinizadores, ou
seja, acidos graxos distintos, que poderiam levar a uma diferenca quimica entre as
espécies simpatricas, levando a uma polinizacdo preferencial de algumas das
espécies (Tabela 8—pg 58 e 59, e Anexo 1). Portanto, no presente trabalho foram
investigados sete gé€neros da familia Malpighiaceae do cerrado (Banisteriopsis,
Byrsonima, Camerea, Heteropterys, Peixotoa, Pterandra e Tetraptenys), que
produzem diferentes tipos de acidos graxos florais, de forma a selecionar os

polinizadores que garantam a sobrevivéncia das mesmas.

3.2.1. Banisteriopsis

As avaliagdes dos compostos quimicos envolvidos na atracdo de
polinizadores, presentes nos Oleos florais de doze espécies representativas do
género Banisteriopsis (Banisteriopsis anisandra, Banisteriopsis argyrophylla, B
Banisteriopsis campestris, Banisteriopsis laevifolia, Banisteriopsis latifolia,
Banisteriopsis malifolia, Banisteriopsis megaphylla, Banisteriopsis nummifera,
Banisteriopsis pubipetala, Banisteriopsis schizoptera, Banisteriopsis stellaris e
Banisteriopsis variabilis) indicaram que os componentes principais oferecidos aos
visitantes das plantas sdo acidos graxos florais do tipo A, que contém acidos 3,9-
diacetoxi-alcandicos e alguns compostos minoritdrios, (Figura 36, Tabela 8—pg

58 e 59, e Anexo 1). Algumas espécies apresentaram composicdo quimica
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diferente das outras espécies do mesmos género (Banisteriopsis pubipetala,
Banisteriopsis megaphylla e Banisteriopsis argyrophylla) e a classificagdo das
mesmas serdo revistas pois ndo apresentam 4cidos graxos com padrio de

substitui¢cdo 3,9-diacetoxi-alcandicos.

m/z 185

O fonde m/z 185 €

indicativo para substituicao

3,9-
<
§=
k=
2
<
‘S
&
£
s
< MEN __AAJL. -

I ! I A' I ! I
20 30 40 50

Figura 36. Cromatograma de ions, representativo de Banisteriopsis [Banisteriopsis
anisandra (preto) e Banisteriopsis laevifolia (azul) 6leos florais brutos] mostrando

abundancia de acidos 3,9-diacetéxi-alcanodicos.

3.2.2. Byrsonima

Os constituintes quimicos dos Oleos florais do gé€nero Byrsonima
(Byrsonima basiloba, Byrsonima coccolobifolia, Byrsonima guilleminiana,

Byrsonima laxiflora, Byrsonima pachyphylla, Byrsonima rigida, Byrsonima



subterrdanea, Byrsonima umbellate, Byrsonima verbascifolia, Byrsonima
vimnifolia), sdo acidos graxos do tipo B, ou seja, acidos 3,7-diacetoxi-alcandicos.
(Figura 37, Tabela 8—pg 58 ¢ 59, ¢ Anexo 1). Além disso, as espécies Byrsonima
coccolobifolia, Byrsonima laxiflora, Byrsonima pachyphylla, Byrsonima rigida e
Byrsonima verbascifolia, também produzem quantidades considerdveis de 4cidos
graxos que ndo apresentam a substituicdo no carbono f, ou seja, recompensas
florais do tipo D (Tabela 8—pg 58 e 59). A classificacdo Byrsonima umbellate
devera ser revista pois a composi¢ao quimica do seu 6leo floral € incompativel

com 0s outros membros do mesmo género.

3.2.3. Heteropterys

As andlises por espectrometria de massas indicam que os principais acidos
graxos presentes nas recompensas florais de cinco espécies do género Heteropterys
(Heteropterys escalloniaefolia, Heteropterys campestris, Heteropterys nervosa,
Heteropterys pteropetala, Heteropterys tomentosa) sao similares aos do género
Byrsonima, ou seja, acidos 3,7-dicetoxi-alcandicos. A tunica espécie que contém
quantidades consideraveis do acido pterandrico é a Heteropterys tomentosa

(Tabela 8—pg 58 € 59, e Anexo 1).

3.2.4. Camerea

O Oleo floral da espécie Camerea affinis foi analisado trés vezes com o
emprego da técnica CG/IE-EM, e em nenhuma destas andlises foi detectado a

presenca de dcidos graxos de qualquer natureza.
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Figura 37. Cromatograma representativo de fons de 6leos florais de Byrsonima

(azul), Heteropterys (preto), e Peixotoa (vermelho).

3.2.5. Peixotoa

Os cromatogramas de fons (7IC) dos Oleos florais de duas espécies do
género Peixotoa (Peixotoa goiana e Peixotoa reticulata) sido diferentes a
apresentam um mecanismo de polinizacdo distinto.

Peixotoa goiana depende de um vetor externo (abelha coletora de 6leos
florais) para sua polinizagdo e sua composicao de Oleos florais apresentou os
acidos graxos 3,7-diacetéxidos como componentes majoritarios, semelhante aos
Oleos florais dos g€neros Byrsomina e Heteropterys. Enquanto que a espécie
autégama Peixotoa reticulata secreta o acil-glicerol com residuos de 4cidos graxos
(Figura 38 e Tabela 8—pg 58 e 59) semelhantes aos 6leos florais das Orchidaceae
e Scrophulariaceae (Durmi ef al., 2008; Reis et al., 2003). Uma questdo que pode
surgir, € se os acidos graxos livres sdo potencialmente mais importantes para as

abelhas coletoras de 6leo do que os derivados de acil-glicerol. Achamos que este
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ndo € o caso, pois o género Tetrapterys da familia Malpighiaceae e espécies da
familia Orchidaceae e Scrophulariaceae empregam o mesmo recurso, ou seja, O
acilglicerol com porcdes de dcido graxo, de forma a atrair abelhas coletoras de
Oleos. Aparentemente € o sistema enzimdatico vegetal o responsdvel por essa
diferenca, pois o género Tetrapterys e a familia Orchidaceae nao produzem néctar,
de forma que a unica recompensa para os visitantes dessas plantas sdo os 6leos

florais.

Azul = Peixotoa golana miz 157
Preto = Peixotoa reculata

Acyl glycerol
O fon de m/z 157 é indicativo
de substituic¢do 3,7- P

\

Abundancia relativa

e

. IIJEI 'IEI.IEIEI 15.IEIU 2EI.IEIU 25.IEIEI 3EI.IEIEI 35.IEIEI 4EI.IEIEI 45.IEIEI 5EI.IEIEI 55.IEIEI EU.IEIEI

Figura 38. Cromatograma de ions de dleos florais de duas espécies de Peixotoa

3.2.6. Tetrapterys

Os dleos florais que foram extraidos de espécies do género Tetrapterys sao
constituidos por uma mistura de acilgliceréis, juntamente com uma pequena
quantidade de acidos graxos livres (Tabela 8—pg 58 e 59, ¢ Anexo 1). Em tal

condi¢do hd pequena tendéncia de que ocorra um padrdo de substituicdo do tipo
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3,7-, pois o Oleo floral bruto apresenta o composto 1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-
octadecanoil)-glicerol. O principal constituinte apresenta uma substituicdo na
posicdo [P, assim como os Oleos florais das familias Orchidaceae e

Scrophulariaceae (Durmi ef al., 2008; Reis et al., 2003; Vogel et al.,1987).

3.2.7. Pterandra

A Unica espécie pertencente a este género € a Pterandra pyroidea, a qual
ocorre no Cerrado brasileiro. Os individuos desta espécie apresentam flores
glandulares (produtoras de Oleos), aglandulares (sem Oleos) ou apresentam
elaidéforos reduzidos. Capellari et al. (2011) demonstrou a partir de varias andlises
que tal espécie apresenta um sistema de polinizacdo alterado para polinizadores
generalistas, em que a principal recompensa € o pdlen e ndo os 6leos (Capellari er.
al., 2011). Essa modificacdo no sistema de polinizacdo especializada para
generalizada aparentemente coincide com a ideia de J. Memmott, segundo o qual
“a generalizagdo prevalece no campo, em que a maioria das plantas é polinizada
por um conjunto de polinizadores, sendo que muitos destes visitam um conjunto
definido de plantas™ e, assim, interacdes planta-polinizador originam uma cadeia
alimentar complexa (Memmet et al., 1997).

Para se avaliar a quimica relacionada com a ecologia e também para se
descobrir se h4 alguma relagdo entre a composicdo quimica do dleo
(qualitativamente e quantitativamente) com o processo biolégico, ou seja, a
modificagdo do sistema polinizador, nés realizamos as andlises no 6leo floral da
espécie Pterandra pyroidea. O extrato bruto dos elai6foros em acetato de etila
indica que a espécie Pterandra pyroidea produz em média 0,021 mg/flor, podendo

ser afirmado que a quantidade de 6leo floral € muito menor que em outras espécies
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vegetais produtoras de 6leo, como nos casos de espécies das familias Orchidaceae
e Krameriaceae, cuja produgdo varia de 1,0 a 3,0 mg/flor (Buchmann et al., 1987).
A composi¢ao dos Oleos florais fornece no¢des da variacdo quantitativa e
qualitativa dos componentes que podem ser relacionados a modificacdo do padrao
de polinizacdo para uma espécie em particular. Por exemplo, a composi¢ao
quimica da espécie Pterandra pyroidea € diferente, ndo s6 com relacdo as outras
espécies da familia Malpighiaceae, mas também diferente com relacdo as outras
familias produtoras de 6leo. Nessa espécie, a composi¢ao quimica € muito simples,
sendo constituida quase exclusivamente por um tunico dcido graxo (Figura 39 e
Tabela 8). Em segundo lugar, esta € a tnica espécie que contém o dcido graxo ou

6leo floral do tipo C, sendo mais especificamente, o acido pterandrico.

90
a0

704

Abundance

|

Tres 1500 .m0 oo oo 400 4sD0 s0on sROO

Figura 39. Cromatograma de ions do 6leo floral de Pterandra pyroidea.

O acido pterandrico apresenta um padrao de substitui¢do do 5,7-diacetéxi,
sem substituintes na posi¢do S. Enquanto que as secrecdes dos elaiéforos das

espécies restantes da familia Malpighiaceae e dos 6leos produzidos por outras

64



familias, tais como Krameriaceae, Orchidaceae, etc., apresentam &acidos graxos
livres ou derivados de acilglicerol com porcdes de dacidos graxos que estdo
particularmente substituidos na posi¢do B (Buchmann et al., 1987; Durmi et al.,
2008; Seigler et al., 1978; Simpson et al., 1977; Seipold et al., 2004; Reis et al.,
2003, 2007). Sabendo-se que esta espécie se encontra num estado de transi¢do no
seu mecanismo de polinizacdo, a grande questdo € se a substituicdo na posi¢do f é
importante ou nao para os polinizadores.

As familias Malpighiaceae, Orchidaceae e Krameriacea oferecem diferentes
6leos florais para os polinizadores, compartilhando a caracteristica relacionada a
presenga de substituinte na posi¢do f, independentemente de se tratar de acidos
graxos livres ou do acilglicerol com por¢des de 4cidos graxos. Com base nesta
propriedade comum, a espécie Pterandra pyroidea se tornou um exemplo
interessante, pois esta espécie secreta apenas acidos graxos com dissubstituicdao
5,7-, nos elaidforos, em que as recompensas florais sdo do tipo C, o que significa
que ndo ha substituinte na posicdo . Assim, a falta de substituicdo na posi¢ao f é
uma caracteristica quimica que pode ter levado a uma alteragdo no padrao de visita
dos polinizadores com consequente alteracdo do mecanismo de polinizagdo desta
espécie. Este argumento tem respaldo no trabalho de Genini et al., (2010) onde foi
demonstrado que a evolucdo das espécies na familia Malpighiaceae é bem
adaptadas aos polinizadores. Portanto, a falta do substituinte f no acido graxo é
favordvel a menor frequéncia de visitas por abelhas coletoras de 6leos florais e o
aumento de visitas de abelhas coletoras de podlen. Capellari et al., (2011)
mostraram que o principal polinizador da espécie Pterandra pyroidea € a abelha
“Bumble”, a qual se alimenta de néctar e pdlen, ao invés dos Sleos florais. No

trabalho relatado foi mostrado que a frequéncia de vistas de abelhas coletoras de
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6leos para a espécie relatada anteriormente é pequena em comparacdo com outras
espécies simpatricas.

Com base nos fatos mencionados € em nossa hipdtese quanto a importancia
do substituinte na posi¢do f, ainda ndo € certo de que a presenga exclusiva do
acido pterandrico no 6leo floral bruto representa a condicdo final para que haja
modificagdo do mecanismo de polinizagdo, pois a composicdo total dos o6leos
florais (Tabela 8) das espécies Byrsonima cocclobifolia, Byrsonima laxiflora,
Byrsonima pachyphylla, Byrsonima rigida e Byrsonima verbascifolia, também
produzem quantidades compardveis de acidos graxos sem substituicio P- em
recompensas florais do tipo D ou em acidos graxos com padrao 5,9-diacetoxi.
Do mesmo modo, nos Oleos florais das espécies Banisteriopsis anisandra,
Banisteriopsis campestris e Heteropterys tormentosa, ha também quantidade
diminuta de acidos pterandricos. E importante ressaltar a presenca de dcidos
graxos livres sem qualquer substituicdo em Oleos florais, como naqueles presentes
nas familias Malpighiaceae, Krameriaceae, Orchidaceae, etc., o que sugere que a
presenga dos acidos pterandricos ndo corresponde ao unico fator responsavel pela
mudanca do sistema de polinizagdo, sendo que serao considerados os 6leos florais

como um todo em termos da quantidade e da qualidade destes.
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Tabela 8. Composicdo dos 6leos florais de varias espécies de Malpighiaceae do Cerrado.

Abundéncia relativa em cada espécie (%)
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3.3. Analise quimica dos 6leos florais de Krameriaceae

Para se estudar a quimica relacionada com a ecologia da familia
Krameriaceae e de seus polinizadores, 47 amostras pertencentes a esta familia
coletadas no Brasil foram analisadas por CG/IE-EM (Tabela 19). Estes dleos
fazem parte da colecio de amostras da Prof®. Simpson B.B. e jd haviam sido
estudados anteriormente, entretanto havia duvidas sobre as identificacdes dos
compostos. Assim, os Oleos conservados em cloroférmio e metanol durante 30
anos foram entdo enviados dos Estados Unidos para uma nova andlise. Os 6leos
florais se encontravam parcialmente metilados/etilados (Figura 40), devido ao
grande periodo de armazenamento numa solu¢cdo de CHCIl3/CH;0H (6:1) (Seigler
et al., 1978; Pianaro 2007).

w

' &
'

Figura 40. Padrdo de TLC para os 6leos florais do vegetal da familia
Krameriaceae (A) antes da adi¢do do diazometano; (B) apds a adi¢ao de

diazometano.

A rota de fragmentacao das massas associadas aos 6leos florais de plantas da
familia Krameriaceae sugere que estes 6leos florais sio compostos principalmente
por dcidos graxos livres (provado anteriormente através da andlise dos Oleos
armazenados somente em cloroférmio) com somente um residuo acetéxila ou

hidréxido na posicdo f (Figura 41). Os 4cidos graxos florais metilados apresentam
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um pico intenso de m/z 74, enquanto que os 4acidos graxos florais etilados
apresentam um pico de m/z 88. Além disso, os dcidos graxos florais metilados
foram também reconhecidos por meio da perda do grupo metéxido ou de metanol a
partir do ifon molecular, enquanto que os 4cidos graxos etilados perdem de

moléculas de etéxido ou CH;CH,OH (Figura 42; Tabelas 9 e 10).

7 \\H/ Ro @/H . Ro @/H Ra
O o C o)
= | = o+
Rine Rine Rine )\
0 Rs 0 Rs 0 : Rs

m/z74 Ry=Me R, = -C jH,; ~-CyoHy,

m/z88 Ry=Et R;= -OAcor-OH
Figura 41. Rearranjos de McLafferty que representam a metilacdo ou a etilacao
(modificac@o) dos acidos graxos florais presentes no 6leo floral de individuos da

familia Krameriaceae.

A natureza do grupo ligado aos 4cidos florais modificados
(metilados/etilados) para espécies da familia Krameriaceae também pode ser
prevista com base na rota de fragmentacao (Figuras 42 a 45). Todos dcidos graxos
modificados que apresentam o substituinte acetéxido possuem um pico base de m/z
43 no espectro de massas. Enquanto o espectro de massas do dacido graxo
hidroxilado ndo contém um pico de m/z 43, mas apresenta um pico base de m/z 103
para o caso do 6leo metilado, e m/z 117 para o caso do Oleo etilado (Figura 44).
Juntamente com isso, os 4cidos graxos florais acetoxilados sdo facilmente
reconhecidos por meio da perda do radical acetila a partir do fon molecular, ou
molécula de dcido acético a partir da espécie M* (Figura 42; Tabela 9), enquanto
que os dcidos graxos florais hidroxilados estdo associados simplesmente com a

perda de molécula de dgua a partir do fon parental (Tabela 10).
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Figura 42. Rota de fragmentacao para ésteres metilicos e etilicos dos 4cidos
graxos substituido com o grupo 3-acetdxila, associado com valores de m/z de

diferentes picos (como M*, a,b,c,d, e, f e g etc.) nos espectros de massas (vide

Tabela 9).

\)@[ & I /\

m/z74 R'=Me
m/z88 R' =Et

+ H H R
° O
[\R - H,0 I - CH,CO I )H
m/z (h) H o] )7//&
L H

=

Figura 43. Rota de fragmentacao de massas para €steres metilicos e etilicos dos
4cidos graxos substituido com o grupo 3-acetéxila; para valores de R, R ; para o

valor do pico h, consultar a Tabela 9.
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O ion molecular ndo foi determinado para a maioria dos &dcidos graxos
florais, como € evidente a partir da Tabela 9, mas o tamanho da cadeia de
carbonos desses dcidos graxos 3-acetilados foi previsto com base na rota de
fragmentacio (Figuras: 42, 43 e Tabela 9). Além disso, todos esses compostos
sdo conhecidos e seus espectros de massas coincidem exatamente com O0s

disponiveis na literatura (Seigler et al., 1978; Pianaro 2007).
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Tabela 9. Fragmentos caracteristicos dos ésteres metilicos e etilicos dos dcidos graxos contendo o grupo 3-acetoxi

C# R R M* m/z a m/z b m/z ¢ m/z d m/z e m/z £ m/z g m/z h
1 Me CioHy 300 n.d. 269 (0,1) 257 (21) 240 (8) 225(1)  209(20) 1972 183 (17) 166 (20)
2 Me C11Has 314 n.d. 283 (0,1) 271(14) 254 (6) 239 (1)  223(14)  211(1) 197 (11) 180 (14)
3 Me C12Hys 328 n.d. 297 (1) 285(36) 268 (20) 253 (1)  237(37)  225(3)  211(25) 194 (32)
4  Me Ci3Hy 342 n.d. 311 (0,1) 299 (21)  282(13)  267(1) 251 (22)  239(2)  225(14) 208 (20)
5 Me C14Hyo 356 n.d. 325 (1) 313(39) 296 (33)  281(12) 265(46)  253(4)  239(24)  222(36)
6 Me CisH, 370 n.d. 339 (0,1) 327 (15)  310(16)  295(0.1)  279(20)  267(2) 253 (8) 236 (17)
7 Me Ci6Has 384 n.d. 353 (0,1) 341 (14)  324(17)  309(0.1)  293(20)  281(2) 267 (7) 250 (16)
8 Me Cy7Hss 398 n.d. 367 n.d. 355(13)  338(21)  323nd. 307 (21)  295(2) 281 (7) 264 (16)
9 Me CisHs 412 n.d. 381 n.d. 369 (14)  352(24)  337(1)  321(20) 309 (2) 295 (5) 278 (17)
10 Et CioHy: 314 n.d. 269 n.d. 271 (23) 254 (9) 225(4)  209(33)  197(1) 183 (18) 166 (26)
11 Et C1 Hos 328 n.d. 283 (2) 285(25) 268 (10)  239(4)  223(32) 2lIlnd. 197 (16) 180 (21)
12 Et C12Hos 342 n.d. 297 (2) 209 (27)  282(15) 253 (4)  237(43)  225(1)  211(17) 194 (25)
13 Et C13Hy 356 n.d. 311(1) 313(20) 296 (15)  267(3) 25135  239(1)  225(13) 208 (22)
14 Et C14Hao 370 n.d. 325 (1) 327(19)  310(16) 281 (3)  265(32)  253(1)  239(10)  222(20)
15 Et CisHs 384 n.d. 339 (1) 341 (18)  324(17)  295(4)  279(32)  267nd. 253 (9) 236 (19)
16 Et C16Hs; 398 n.d. 353 (1) 355(17)  338(19)  309(3) 293(34)  281(4)  267(8) 250 (19)
17  Et Cy7H3s 412 n.d. 367 (2) 369 (16)  352(23)  323(7)  307(14)  295(2)  281(9) 264 (21)

Observagdes: C# ntimero do composto; os nimeros de digitos em parénteses representam as intensidades dos picos correspondentes, enquanto que n.d. significa: “pico nao
detectado”
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De forma andloga, a posi¢do do grupo -OH e o comprimento da cadeia de
carbonos dos 4cidos graxos florais hidroxilados também foram previstos com base
na rota de fragmentacdo. As presencas de picos base cujos valores de m/z sdo
iguais 103 ou 117 indicam que um padrao de substituicdo com o grupo 3-hidréxido
(Figura 44), enquanto que os picos (i) € (j) demonstram o comprimento da cadeia

de carbonos dos dcidos graxos (Figura 45).

H

)U O l
/\O E\R \OME\R
m/z 117 (100%) I — m/z 103 (100%) -

Figura 44. Rota de fragmentacao geral para ésteres metilicos e etilicos dos dcidos

graxos 3-hidréxi-alcandicos.

+e /4 \H R ® H R
0 OH
R" R )’k + ‘
=
o OH o . H OH
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.+ m/z88,R=Et
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H OH
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R M\ R )K N )J\
~ R o . H R
ot m/z 74 ,R' = Me
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A w8
=
H R \\F\’
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Figura 45. Rota de fragmentacdo de massas para €steres metilicos e etilicos dos

acidos 3-hidroxi-alcandicos, para valores de m/z de diferentes picos (M+, 1€ ],

etc.); no espectro de massas, consultar a Tabela 10.
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Tabela 10. Fragmentos caracteristicos dos ésteres metilicos e etilicos dos dcidos graxos 3-hidroxi-alcandicos.

M-
C# R R M ma wmo M 6%1:4‘*/ M ;:g’gH/ MeOH/EtOH  m/z ()  m/z (j)
+H,0
1 Me C0Ha; 258 n.d. 257(0,1) 240(1) 227(0,1)  226(0,1) 208 (2) 169 (0.1) 166 (4)
2 Me C,;Ha; 272 (0,1) 271(0,1) 254(1) 241(0,1) 240 (1) 222 (3) 183 (3) 180 (4)
3  Me C,Hos 286 (0,1) 285(0,1) 268(1) 255(0,1) 254 (0,1) 236 (4) 197 (0,1) 194 (4)
4  Me C3H,; 300 (0,1) 299 (0,1) 282(1) 269 (0,1) 268 n.d. 250 (4) 211(0,1) 208 (4)
5 Me C4Hao 314 (0,1) 313(0,1) 296(1) 283(0,1) 282 (0,1) 264 (5) 225(0,1) 222(4)
6 Me CisHs, 328 n.d. 327(0,1) 310(2) 297 (0,1) 296 n.d. 278 (5) 239(4) 236 (3)
7  Me CyHs3 342 nd. 341(0,1) 324(2) 311nd 310 n.d. 292 (8) 253 nd. 250 (3)
8 Me C,7H;s 356n.d. 355nd. 338(3) 325nd 324 (1) 306 (8) 207 (2) 264 (6)
9 Me CisHy, 370n.d. 369nd. 352(22)  339(1) 338 n.d. 320 (7) 281(2) 278 (3)
10 Et CoHyo 258 n.d. 257(0,1) 240(4) 213 (3) 212 (2) 194 (10) 169 (1) 152(4)
11 Et C,oHa; 272 (0,1) 271 (0,1) 254(1)  227(2) 226 (0,1) 208 (3) 183 (4) 166 (4)
23  Et Cy1Has 286 (1) 285(2) 268(1) 241(0,1) 240 n.d. 222 (3) 197 3) 180 (3)
13  Et C,Hos 300 (1) 299(2) 282(0,1) 255(0,1) 254 n.d. 236 (4) 211 (4) 194 (3)
14  Et C3Ha; 314 (0,1) 313(0,2) 296(1) 269 (0,1) 268 (0,1) 250 (4) 225(2) 208 (3)
15 Et C,4Hao 328 (0,1) 327 (0,1) 310(1,5) 283(0,1) 282 n.d. 264 (5) 239 (2) 222(6)
16  Et C,sHj; 342n.d. 341(0,1) 3242  297(1) 296 (1) 278 (6) 253 (1) 236 (6)
17  Et Ci6Hss 356 n.d. 355(0,1) 338(1) 311(0,1) 310 n.d. 292 (4) 267 (2) 250 (4)
18  Et C,7Hss 370 (0,1) 369(1) 352(1) 325(0,1) 324 n.d. 306 (7) 281 (0.1) 264 (4)
19 Et C,sHs; 384nd. 383(1) 366(4) 339(1) 338 (2) 320 (10) 295 (7) 273(3)

Observagdes: C# ntimero do composto; os nimeros de digitos em parénteses representam as intensidades dos picos correspondentes, enquanto que n.d. significa: “pico nao
detectado”
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Para que a identificacdo espectrométrica fosse mais precisa e confidvel, o
composto principal (77, Tabela 12) foi purificado por cromatografia em silica gel
e denominado de padrio isolado, cuja massa molecular exata foi determinada por
ESI-EM. Também foram empregadas as técnicas de RMN de 'H, 1D e 2D e RMN
de °C (HSQC e HMBC), para determinacdo estrutural completa (Figura 46,
Tabela 11 ¢ Anexo 3). Além disso, o espectro de massas obtido com ESI-LTQ
Orbitrap sugere um valor de massa molecular igual a 301,2699 para o composto
isolado, calculado para um fon quase molecular [CgH3703]". Além disso, os dados
espectrais do 4cido graxo com o substituinte 3-hidroxido também foram

comparados com os disponiveis na literatura (Seigler et al., 1978).

(@) OH
1 3 5 15
/\ ) 2 4 6 (CH<)7/\ 16
6% (@) 14 CHj

Figura 46. Férmula estrutural do representante de dcidos graxos modificado dos

Oleos florais da Krameriaceae.

Além dos 4cidos graxos B-substituidos, também estavam presentes outros
compostos secundarios nos 6leos florais da familia Krameriaceae, sendo que seus
espectros de massas coincidem quase completamente (81 a 99%) com os
compostos correspondentes, presentes na base de dados espectrais “Wiley Spectral
275L”. Foram identificados em 0leos florais de espécies da familia Krameriaceae,

um total de 76 compostos.
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Tabela 11. Dados de 1D e 2D de RMN de 'H (500 MHz, CDCl5) e "*C (125 MHz,
CDCl3)] (HSQC, HMBC) para o representante de dcidos graxos modificado dos
Oleos florais da Krameriaceae.

HSQC
C# HMBC
oc oy (mult)
1’ 14,0 1,29 (t, 3H) CleC?
2 61.0 4,20 (q, 2H)
1 173,0 -
2,40 (dd, 1H)
2 42,0 Cle(C3
2,52 (dd, 1H)
3 68,0 4,01 (m, 1H) OH
1,45 (m, 1H)
4 37,4 C5, C6 e OH
1,55 (m, 1H)
5 25.7 1.25 (m)
6~13 29,3 ~ 29,7 1,25 (m)
14 32,0 1,25 (m)
15 22,6 1,25 (m)
16 14,0 0,88 (t, 3H) Cl5¢Cl4

Além dos compostos que foram mencionados acima (Tabelas 9 e 10), foram
detectados compostos minoritdrios (Tabela 12), cujos espectros de massas
apresentaram uma semelhanca entre 81 e 99% em relacdo aos espectros de
referéncia disponiveis na biblioteca espectral Wiley 275.L. Independentemente da
metilacdo ou etilacdo. Portanto, foram detectados 76 compostos nos odleos de

vegetais da familia Krameriaceae.
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Tabela 12. Componente do 6leo floral da familia Krameriaceae.

C# Tr Coinc;/géngia Nome dos compostos MMS™
no MSL

52. 8,098 99 Tetradecanoato de metila -
53. 8,284 99 Hexaclorobenzeno -
54. 9412 99 Acido tetradecanéico -
55. 10,043 96 Pentadecanoato de metila -
56. 10,340 - 3-hidroxi-tridecanoate de etila 258
57. 10,429 86 3-Metoxi-tetradecanoato de metila -
58. 11,030 - 3-Hidroxi-tetradecanoato de metila 258
59. 11,601 96 n-Nonadecano -
60. 12,136 98 Metilexadecanoato -
61. 12,484 - 3-Hidroxi-tetradecanoato de etila 272
62. 13,182 - 3-Hidroxi-pentadecanoato de metila 272
63. 13,185 - 3-Acetoxi-tetradecanoato de metila 300
64. 13,612 98 Hexadecanoato de etila -
65. 13,743 94 14-Etilexadecanoato de metila -
66. 14,310 98 15-metilexadecanoato de metila -
67. 14,351 96 Heptadecanoato de metila -
68. 14,584 - 3-Acetoxi-tetradecanoato de etila 314
69. 14,681 - 3-Hidréxi-pentadecanoato de etila 286
70. 15,338 - 3-Acetoxi-pentadecanoato de metila 314
71. 15,468 - Hexadecanoato de metila 286
72. 15,824 99 8,11-Octadecadienoato de metila -
73. 15,965 99 9,12,15- linolenato de metila -
74. 16,499 99 Octadecanoato de metila -
75. 16,540 99 16-Metileptadecanoato de metila -
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76. 16,724 - 3-Acetéxi-pentadecanoato de etila 328
77. 16,915 - 3-Hidroxi-hexadecanoato de etila 300
78. 17,011 - 3-Hidroxi-heptadeanoato de metila 300
79. 17,271 99 Linoleato de etila -
80. 17,560 - 3-Acetoxi-hexadecanoato de metila 328
81. 17,672 - 3-Hidroxi-heptadeanoato de metila 300
82. 18,458 - 3-Hidroxi-heptadeanoato de etila 314
83. 18,674 94 Nanodecanoato de metil -
84. 18,874 - 3-Acetoxi-hexadecanoato de etila 342
85. 19,067 - 3-Hidroxi-heptadeanoato de etila 314
86. 19,646 - 3-Acetoxi-heptadecanoato de metila 342
87. 19,816 - 3-Hidroxi-octadecanoato de metila 314
88. 20,202 97 n-Tricosano -
89. 20,796 99 Eicosanoato de metila -
90. 20,944 - 3-Acetoxi-heptadecanoato de etila 356
Ol. 21,197 - 3-Hidréxi-octodecanoato de etila 328
92. 21,731 - 3-Acetoxi-octadecanoato de metila 356
93. 21,924 - 3-Hidroxi-nonadecanoato de metila 328
94. 22,169 81 Eicosanoato de etila -
95. 22,273 97 n-tetracosano -
96. 22,473 - DESCONHECIDO -
97. 22,711 - 3-Hidroxi-nonadecanoato de metila 342
98. 22,852 99 Heneicosanoato de metila -
99. 22,978 - 3-Acetoxi-octadecanoato de etila 370
100. | 23,720 - 3-Acetoxi-nonadecanoato de metila 370
101. | 23,965 - 3-hidroxi-eicosanoato de metila 342
102. | 24,269 97 n-pentacosano -
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103. | 24,744 - DESCONHECIDO -
104. | 24,855 99 Docosanoato de metila -
105. | 24,944 - 3-Acetoxi-nonadecanoato de etila 384
106. | 25,263 - 3-Hidroxi-eicosanoato de metila 356
107. | 25,679 - 3-AcetOxi-eicosanoato de metila 384
108. | 25,961 - DESCONHECIDO -
109. | 26,132 - DESCONHECIDO -
110. | 26,213 - DESCONHECIDO -
111. | 26,314 96 Tricosanoato de metila -
112. | 26,429 - DESCONHECIDO -
113. | 26,696 - 3-Hidroxi-henicosanoato de etila 370
114. | 26,859 - 3-Acetoxi-eicosanoatode etila 398
115. | 27,571 - 3-Acetoxi-henicosanoato de metila 398
116. | 28,089 98 n-Heptacosano -
117. | 28,217 - 3-acetoxi-henicosanoato de etila 412
118. | 28,685 95 Tetracosanoato de metila -
119. | 29,100 - 3-Hidroxi-tricosanoato de etila 398
120. | 29,412 - 3-acetoxi-tricosanoato de metila 412
121. | 29,879 - DESCONHECIDO -
122. | 30,132 94 Pentacosanoato de metila -
123. | 30,495 - 3-Acetoxi-docosanoato de etila 426
124. | 31,193 - 3-Acetoxi-tricosanato de metila 426
125. | 32,239 98 Hexacosanoato de metila -
126. | 32,929 - 3-Acetoxi-tetracosanoato de metila 440
127. | 33,936 - DESCONHECIDO -

C# = Numero do composto; Tr = tempo de retencdo, * Base de espectrais Wiley 275.L,

suposta;
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Figura 47. Cromatograma representativo do 6leo floral bruto obtido por varredura

de fons totais e Krameriaceae mostrando a prevaléncia da substitui¢do f.
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3.4. Sintese do acido pterandrico

As andlises espectroscopicas dos Oleos florais de Pt. pyroidea revelaram, a
presenca de um acido graxo majoritario, o acido pterandrico. Para determinar a
estereoquimica relativa do acido pterandrico foi realizada a sintese deste novo
dcido graxo através da rota sintética representada no Esquema 1. O composto
(128) é comercial e composto (129) foi preparado pela reacdo de 1-tetradecanol
(C14H300O) com tetrabrometo de carbono (CBr4) na presenca de trifenilfosfina
(PPh;3) (Hayashi er al., 1973). Em seguida, a acetilacetona (128) foi tratada com
bromotetradecano (129) na presenca da hidreto de sédio (NaH) e n-butil litio
(BuLi) para se obter o composto (130) com 67% de rendimento (Chen et al.,
2010, MacConnell et al., 1971).

PPh,

Ci2Hps

Esquema 1. Sintese do bromotetradecano (129)

Para obter o composto (132) o composto (130) foi primeiramente tratado
com acrilato de metila (131) na presenca de NaH e dois equivalentes de BuLi.
Porém, a reacdo nio funcionou. Em seguida, o composto (130) foi tratado com
acrilato de metila (131) na presenca de ferc-butéxido de potassio (Me3;COK), mas
novamente o produto (132) ndo foi obtido. Portanto, composto (130) foi tratado
com 3-metil-bromopropanoato (133) e a reacdo foi testada na presenca de
diferentes bases (como NaH, BuLi e Me;COK), mas infelizmente a cada etapa os
apenas reagentes foram encontrados nas andlises (Esquema 2) (Pearson et al,

1974). Portanto, este esquema de sintese foi abandonado.
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Br
M + \/\Clezs - C14H29M

(a)
(128) (129) (130)
o o o O O O
C4H
C,,H + I 141129 ~
14 29M \)J\O/ (b) 132 °
(130) 131 (132)
. (i) NaBH,
v (i) Py, (AcO),0
OAc OAc O
Ci4Hz o
0O 0 o) (©) Q o 0
Mcl Hyg + o )J\ABr — >0 Ci4Hpg
(130) (133) (132)

Esquema 2. Rota sintética para o acido pterandrico (a).1-NaH, 2-BuLi em
THF, -78°C, 2h (67% ap0s a purificagdo), (b) 1- NaH, 2-BuLi em THF, - 78°C,
(c). BuLi, NaH, THF, -78°C

No primeiro Esquema 2 a segunda etapa niao funcionou. No entanto, outro
esquema foi sugerido (Esquema 3). Durante esta sintese, o acoplamento do
enolato com o cloreto de acila foi crucial, correspondendo ao primeiro passo. Esta
etapa envolve uma reacdo de tipo da condensacdo de Claisen, em que ha
tratamento da metil-acetona (2-heptadecanona, comercial) com cloreto de acila
(5-cloro-5-oxovalerato, comercial) na presenca de di-isopropilamideto de litio
(LDA).

Primeiramente, o LDA foi preparado in situ, utilizando-se di-

isopropilamina (DIPA) e BuLi, sob atmosfera inerte, em seguida, no mesmo
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baldo, o enolato cinético foi preparado por meio da injecdo lenta de 2-
heptadecanona, a - 78°C, gota a gota, sob agitacdo lenta. Apo6s a adicao completa
da 2-heptadecanona, a agitacdo continuou por mais 40 minutos, sendo que a
temperatura foi aumentada para -15°C. Nesta etapa, o cloreto de acila (S-cloro-5-
oxovalerato) foi adicionado abruptamente. Uma vez que este primeiro passo foi
mais importante, o produto (134) desta etapa foi purificado através de coluna
cromatografica de silica gel e completamente caracterizado usando CG/EI-EM e

técnicas de RMN de 'H e °C.

@) O @) O O O
X o S AL
~o Cl + AC15H31 ~o CisHs)
(134)
l(b)
o OAc OAc o HO OH
~ W © ~ w
O CysHz) O CisHsy
(136a ¢ 136b) (135a ¢ 135b)

Esquema 3. Rota sintética para o acido pterandrico. (a) LDA, THF, -78°C, 2h
(37%, ap6s a purificagdo), (b) NaBH,, CH3;0H, agitacao por 20 min, 78% (c)

piridina, anidrido acético, agitacao por 24h, 90%.

O espectro de massa de 134 mostrou um pico de ion molecular (MT) para
m/z 382, juntamente com outras caracteristicas de picos m/z 351; 281; 239; 186;

171; 154; 139; 129; 113 e 101, etc. (Figura 48).
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Figura 48. Os espectros de massa de metil 5,7-dioxodocosanoate (134).

Do mesmo modo, o espectro de RMN de 'H mostrou um singleto endlico
caracteristica em 5,48 ppm, juntamente com um singleto menos intenso em 3,55
ppm, para prétons metilénicos entre dois dtomos de carbono cetdnicos, 2H ligado a
C-6 do 134 (Figura 49). O mesmo atomo de carbono (C-6) foi proeminente no
espectro de RMN de "°C em 99,20 ppm em conjunto com um sinal menos intenso
em 57,03 ppm para as formas enol e ceto, respectivamente (Figura 50). Além
disso, a diferenca de intensidade nos espectros (RMN de 'H e '>C) mostra que mais

de 80% do composto estd na forma endlica.
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Chemical Shift (ppm)
Figura 49. Espectro de RMN de 'H (250 MHz, CDCls) do metil 5,7-
dioxodocosanoato.
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Figura 50. Espectro de RMN de °C (63 MHz, CDCls) do metil 5,7-
dioxodocosanoato.

Na segunda etapa, o grupo funcional de 1,3-dicetdnico, presente no produto
(134), foi reduzido ao dlcool numa reagcdo ndo estereosseletiva, empregando-se o
NaBH; como agente redutor. Em seguida, os didis (135a e 135b) foram

peracetilados, originando o éster metilico do acido pterandrico (136).

3.4.1. Estereoquimica relativa do acido pterandrico

Como a reducdo do composto (134) para o dlcool (135) nao foi
estereosseletiva, observou-se no CG-EM os dois diasteroisdmeros, os quais
apresentaram tempos de reten¢do de 37,44 min e 37,53 min. O diastereoisOmero
que elui primeiro da coluna capilar (DB-5) apresentou tempo de retencdo e
espectro de massas igual ao do acido pterandrico natural, enquanto que o outro
isomero apresenta padrdo de fragmentacdo semelhante, porém possui um tempo de

retencdo diferente (Figura 51). Portanto, foi proposto que os elaiéforos secretam
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apenas um diasteroisdmero do acido pterandrico, isto €, ou o acido syn ou o

acido anti-pterandrico.

Azul = Composto natural
Preto = Composto sintetizado

Abundancia relativa

0 ®0 ®50 70 750 1

Figura 51. Cromatograma obtido por varredura de ions totais para o padrdo de
acido pterandrico natural (azul) e sintético (preto)

Zhao et al., (1995) trabalhou com diversos didis e observou que os 1,3 didis
apresentavam um comportamento cromatografico consistente em colunas de silicas
eluidas com hexano acetato de etila 50% ou seja o diastereoisomero syn sempre
eluia primeiro seguido do anti. Portanto, para se determinar a configuragio
relativa do produto natural, a mistura diastereoisomérica dos didis (syn e anti) foi
separada por coluna de silica em fragdo-A (Ry = 0,28, AcEt/Hex 50%) e fragdo-S
(Rr=0,33, AcEt/Hex 50%). A fracdo-A, de menor fator de retengdo, foi acetilada
e ao ser analisada por CG-EM coincidiu exatamente com o produto natural.
Portanto, a configuragdo anti foi proposta com base nas observagdes de Zhao.

Para confirmar a proposta acima foi seguido o procedimento de Rychnovsky

e colaboradores (1993). Neste método 1,3-didis sdo convertidos a acetonidios, 0s
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quais sdo entdo caracterizados por RMN de °C. A fracio-A (Ry=0,28) foi tratada
com 2,2-dimetoxipropano, ¢ a andlise de RMN de C apresentou duas metilas
(em 24,6 e 24,6 ppm) e um carbono ndo ligado a hidrogénio (em 100,0 ppm)
caracteristicos de derivados de didis anti. Enquanto a andlise do produto de reagao
da fracdo-S (Ry = 0,33) com 2,2-dimetoxipropano por RMN de C apresentou
duas metilas (em 30,3 ¢ 19,8 ppm) e um carbono nao ligado a hidrogénio (em 98,4
ppm) caracteristicos de derivados de di6is syn (Figura 52; Anexo 2). Desta forma,
comparando-se com os dados da literatura confirmou-se que a configuracdo do

produto natural € anti (Rychnovsky et al., 1993; Tormena et al., 2005).

R;
R3S 7R, 0 M
\é/\(l)/ — RIW)Q[MG 30.3 ppm
N Y \98 4 ppm
5,7-syn acetonidio (_,19.8 ppm

Chair (136)

\|/\7/ Me 24 6ppm
- <—100 6 ppm
x O Me 24 6 ppm

5,7-anti acetonidio Twist-boat (137)

Figura 52. Deslocamentos quimicos de RMN de "°C para as conFiguracdes syn e
anti-acetonidio do 4cido pterandrico.
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Figura 53. Estrutura Anti do acido pterandrico
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3.5. Analise quimica dos ninhos das abelhas brasileiras solitarias e

Néctar de Manjericao

Como comentado na introdu¢do os ninhos das Tetrapedia diversipes sao
construidos com areia, 6leos, resinas florais, néctar e pélen. Ninhos de Tetrapedia
diversipes sdo compostos por um numero variavel (normalmente 2-7) de pequenas
unidades chamados de células do ninho. Cada célula tem uma massa clara e uma

parte escura (Figura 54).

Massa
clara

Massa
escura

Figura 54. Parte de um ninho de Tetrapedia diversipes mostrando seis células com
massa clara e escura

A massa escura é basicamente composta de uma mistura de areia e 6leo e
resina floral, enquanto que a massa clara é uma mistura de pdlen, néctar e 6leo
floral (Figura 54). Por essa razdo, a quantidade de carboidratos e proteinas
encontradas na massa escura pode ser inferior em compara¢do com a massa clara,
pois o poélen e o néctar sdo responsaveis pelos teores de proteinas e carboidratos
respectivamente.

Ha uma relacdo entre os ninhos e os 6leos florais de Malpighicaea a qual foi
estabelecida hd alguns anos (Reis er al., 2007, 2005). Entretanto ndo encontramos
correlacionamento da provisdo dos ninhos com algum néctar floral especifico.
Portanto, esta parte do trabalho teve como objetivo relacionar néctares florais aos

acucares da massa clara encontrado nos ninhos de Tetrapedia diversipes.
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3.5.1. Determinacdo do teor de carboidratos no Ninho de Tetrapedia
diversipes, Antera e Néctar de Ocimum basilicum (Manjericio)

Os carboidratos sdo ingredientes importantes para todos 0s organismos
vivos, portanto foi proposto determinar o teor de carboidratos nas massas claras e
escuras dos ninhos e por outro lado correlacionar estes dados com o teor de
carboidratos e proteinas nas anteras € no néctar de Ocimum basilicum, vulgo
manjericao, crescendo proximo ao ninho de Tetrapedia diversipes em estudo. Para
a andlise dos carboidratos selecionamos a metodologia de Dubois et al. (1956).

De acordo com esta metodologia, na presenca de acidos fortes e calor, os
carboidratos sofrem uma série de reacdes que levam a formagao de derivados de
furano, tais como furfuraldeido e hidroximetil furfuraldeido (Figura 55). A reacao
de desidratacdo inicial € seguida pela formagao de derivados de furano, os quais se
condensam com compostos fendlicos produzindo compostos coloridos (Figura
56). A absorbancia é diretamente proporcional a concentragdo de agucar

(Pomeranz et al., 1994; Susan et al., 2004).

,/\CH—HC‘. L0
Lo / AN ; 3H,0 / \ H
"H7_C< ‘___/CH" conc. H,SO,
ok 1 H ©
(e}
Ribose Furfural
’,'HO OH :
! \ CH—HC/{ L0
L/ N\ 3 H,0 / \ H
HOH,C—7HC /CH({ conc. H,SO, HOC
\ Q" o
OH__» H
o (0]
Glucose 5-hidroximetilfurfural

Figura 55. Desidratacdo de monossacarideos formando derivados de furano.
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Figura 56. Produto colorido da condensacao de furfural e fenol

Os resultados obtidos na andlise por espectrofotometria de UV-VIS das
amostras de ninhos de Tetrapedia diversipes, de anteras e de néctar de manjericao
encontram-se na Tabela 13.

Para os ninhos 1, 2 e 5 foram consideradas as massas escuras e claras totais,
ja para os ninhos 3 e 4 cada célula foi separada e avaliada individualmente. A
andlise dos ninhos de Tetrapedia diversipes mostrou que a massa clara possui
maior quantidade de carboidratos que a massa escura, sendo que a média de
carboidratos encontrados na massa clara € de 4,7% (para os ninhos 1 e 2) e de
20,8% (para os ninhos 3, 4, 5, 6 ¢ 7) e na massa escura ¢ de 0,96% (para os ninhos
1 e?2)ede?2,18% (para os ninhos 3,4 e 5), ja na antera de manjericao é de 22,5%.
Os resultados diferentes das entradas 4, 6 e 8 (Tabela 13) foram atribuidos a
eventuais contaminagdes durante a separacdo das massas.

A massa clara dos ninhos um e dois (entradas 11 e 12; Tabela 13)
apresentaram valores diferentes em relacdo aos ninhos 3, 4, 6 e sete (entradas 13 a
20; Tabela 13), provavelmente, por serem células coletadas em diferente estagio
larval (Figura 57). Por essa razdo, as conclusdes e comparagdes serdo feitas com

base nos ninhos 3,4, 5, 6¢ 7.
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Tabela 13. Quantificacdo de carboidratos presentes nos ninhos de Tetrapedia
diversipes, anteras e néctar de manjericao.

S/N° Amostras Massa Pesada (mg) ca?ll)l:il(litli-g?odse(dmeg) ‘72;:‘1;;;1;:;:10:1(3
1 Ninho 1 - ML.LE. Total 33,0 0,47 1,40
2 Ninho 2 - ML.E. Total 102,9 0,53 0,52
3| Ninho 3 - M.E. Célula 1 10,0 0,058 0,58
4 | Ninho 3 - ML.E. Célula 2 1,3 0,045 3,45
5| Ninho 3 - M.E. Célula 3 10,3 0,042 0,40
6 [Ninho 3 — MLE. Célula 4 2,5 0,099 3,98
7| Ninho 4 — ML.E. Célula 1 10,2 0,04 0,40
8 | Ninho 4 — ML.E. Célula 2 3,5 0,18 5,19
9| Ninho 4 — M.E. Célula 3 10,1 0,17 1,74

10 Ninho 5 — ML.E. Total 10,2 0,17 1,71

11 Ninho 1 — M.C. Total 36,8 2,59 7,03

12 Ninho 2 — M.C. Total 114,1 2,7 2,37

13 [Ninho 3 — M.C. Célula 1 10,0 2,04 20,40
14 | Ninho 3 — M.C. Célula 2 10,0 2,13 21,30
15| Ninho 3 - M.C. Célula 3 10,5 1,86 17,70
16 | Ninho 4 — M.C. Célula 1 10,2 1,93 18,90
17 | Ninho 4 — M.C. Célula 2 10,0 1,68 16,80
18 Ninho 5 — M.C. Total 10,2 1,86 18,20
19 | Ninho 6 — M.C. Célula 1 1,4 0,19 19,50
20 | Ninho 7 — M.C. Célula 1 1,3 0,36 24,10
21 | Antera de Manjericao 1 1,5 0,33 22,00
22 | Antera de Manjericao 2 1,0 0,23 23,00
23| Néctar de Manjericio® 16,3 0,2¢ 6,12

*M.E. = Massa Escura, M.C. = Massa Clara.

flores (sem antera). © A quantidade de agiicares foi medida em mg/flor

| b et

b Z .~ . . .
O néctar de manjericdo foi analisado para cinco

Figura 57. Célula de massa clara do ninho 5, 7 e 1 (Foto: Isabel AS).
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Os teores de carboidratos do néctar de manjericao foram de 6,12% enquanto
que em geral o polen mostrou teores de carboidratos mais altos do que o néctar,
22,5% (Tabela 13). Estes dados indicam que o pdlen contribui mais
significativamente para o teor de carboidratos da massa alimentar do que o néctar.
Entretanto no ninho de Tet. diversipes a massa alimentar sofre processamento da
massa pelas abelhas e estas desidratam o néctar aumentando o teor de carboidratos
de 10-14% para 20-30%. Assim, € dificil concluir se ha mais polen ou néctar na
massa alimentar no ninho de Tet.diversipes (Wittmann et al., 1989)

Comparando-se com estudos ja realizados com abelhas solitarias do género
Centris spp. encontradas na Costa Rica, os ninhos de Tetrapedia diversipes
apresentam uma concentracdo média de carboidratos 20,8 menor, uma vez que 0s
ninhos de Centris spp. possuem uma média de 47,2% de carboidratos (Vinson et
al, 2006), o que pode indicar um mecanismo mais eficiente de desidratacdo dessa
forma. Assim, € possivel observar que existem formas especificas de nidificacao

para cada uma das espécies de abelhas solitarias que habitam o globo.

3.5.2. Determinacao do teor de proteinas no ninho de Tetrapedia

diversipes, antera e néctar de manjericao.

Para determinar o teor de proteinas do ninho de Tetrapedia diversipes, das
anteras e do néctar de manjericdo utilizou-se a metodologia de Bradford (1976).
Primeiramente foi feita um curva de calibracio com BSA e solucdo de “Brilliant
Blue Coomassie” (parte experimental). ApOds esta etapa amostras de ninhos e
anteras foram pesadas e maceradas até se obter um pé e entdo a solugdo de
“Brilliant Blue Coomassie” foi adicionada (Bradford er al., 1976). O teor de
proteinas foi medido em triplicata no espectrofotometro de ultravioleta-visivel UV-

VIS, no comprimento de onda de 595 nm.
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A andlise dos ninhos de Tetrapedia diversipes revelou que a massa clara
possui maior quantidade de proteinas em relacdo a massa escura, sendo que a
média de proteinas encontradas na massa clara € de 18,6% e na massa escura € de
1,81%, ja4 na antera de manjericio € de 21,7% (Tabela 14). Os resultados
diferentes das entradas 1 e 12 (Tabela 14) foram atribuidos a deposicao dos
compostos nessas massas. Nao foi realizados estudos da forma homogénea desses

ninhos.

Tabela 14. Teor de proteina nos ninhos de Tetrapedia diversipes, anteras e néctar
de manjericdo.

o a Massa Pesada| Quantidade de | % em massa
S/N Amostras , ,
(mg) proteinas (mg) |de proteinas

1 |Ninho 3 - M.E. Célula 1 8,1 0,08 1,04

2 Ninho 3 — MLE. Célula 2 0,1 0 0

3 Ninho 3 - MLE. Célula 3 2,8 0 0

4 | Ninho 3 - MLE. Célula 4 1,4 0 0

5 Ninho 4 - MLE. Célula 1 4,7 0,1 2,03

6 Ninho 4 — ML.E. Célula 2 1,4 0,01 0,64

7 Ninho 4 - MLE. Célula 3 4,6 0,05 1,19

8 Ninho 5 — MLE. Total 4.5 0,19 4,17

9 | Ninho 3 - M.C. Célula 1 34 0,12 3,59
10 | Ninho 3 - M.C. Célula 2 2,6 0,06 2,26
11 Ninho 3 — M.C. Célula 3 2.4 0,04 1,62
12 | Ninho 4 - M.C. Célula 1 3,1 0 0
13 Ninho 4 — M.C. Célula 2 2,6 0,04 1,4
14 Ninho 5 — M.C. Total 34 0,37 10,8
15 Ninho 6 — M.C Célula 1 2,3 0,8 34,9
16 Ninho 7 — M.C Célula 1 1 0,17 16,9
17 Antera de Manjericao 1 0,7 0,12 17,14
18 Antera de Manjericao 2 0,8 0,21 26,25
19 | Néctar de Manjericio” 19,2 0,04775° 1,22

*M.E. = Massa Escura, M.C. = Massa Clara. * O néctar de manjerico foi analisado para cinco
flores (sem antera). © A quantidade de agtcares foi medida em mg/flor.

95



A grande diferenga nos teores de proteina da massa clara (2%) dos ninhos 3
e 4 (entrada 9, 10, 11 e 13 no Tabela 14) relativos aos ninhos 5, 6 ¢ 7 (19%;
entrada 14, 15 e 16, Tabela 14) foi atribuido aos diferentes estados de
desenvolvimento larval nestes ninhos de Tetrapedia diversipes. Portanto os teores
proteicos da massa clara no caso dos ninhos trés e quatro podem estar relacionados
a modificacdo da massa clara pelo consumo pela larva e também contaminac¢do da
massa clara pelosa secrecdo da larval, enquanto que as maiores quantidades de
proteina dos ninhos 5, 6 € 7 se deve as anteras florais que ndo foram ainda
consumidas pelas larvas que se encontravam nos seus estagios iniciais de seu
desenvolvimento. Portanto, as proteinas dos ninhos 5, 6 e 7 eram ainda as que
haviam sido trazidas pela abelha mae.

O teor de proteina no pdlen € 21,69% e € maior que no néctar (1,25%;
Tabela 14). Portanto pode-se afirmar que as maiores partes da proteina no ninho

de Tetrapedia diversipes provém do pélen.

3.5.3. Identificacdo dos carboidratos no alimento larval dos ninhos

Como mencionado acima (Secdo 3.1), os ninhos de Tetrapedia diversipes
possuem aproximadamente 20% de carboidratos em suas massas claras, por isso 0
nosso segundo objetivo foi identificar os carboidratos. De acordo com a literatura
as massas claras dos ninhos sao compostas de pdlen, 6leo e néctar das flores e €
constituido principalmente por glicose, galactose e sacarose (Baker & Baker 1983;
Percival 1961; Van Handel et al. 1972; Gottsberger et al. 1984; Freeman et al.
1985, 1991).

Para confirmar as observagdes acima selecionamos um dentre as vdrias
metodologias para analisar acticares por CG-EM (Brummer et al., 2005 Susan et

al., 2004; Higgins et al., 1994; Pomeranz et al., 1994) a metodologia selecionada
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envolve a derivatizacdo dos carboidratos (glicose, galactose, manose e xilose) em
alditéis peracetilados. Esta metodologia evita o problema dos diastereoisomeros
formados pelos carbonos anoméricos (Higgins er al., 1994). Portanto, para
estabelecer a metodologia amostras comerciais de agucares (glicose, galactose,
mannose e xilose) foram reduzidas com NaBH, e peracetiladas como indicado no
Esquema 4. As caracterizacdes dos padrdes sintéticos por CG-EM e RMN

encontram-se nas Figuras 58-65.

N
HC—OH 1) H,0 HC—OH
HO— 2) NaBH. . HO—CH
HC—OH HC—OH
HC—OH HC—OH
HzC_OH
| H,C—O—COCH;,
HC—OH |
HC—O—COCH;
HO—CH Piridina/Anidrido
» H,COC—O—CH
HC—OH Acético 1:1
HC—O0—COCH;,
HC—OH
HC—O—COCH;,
HzC_OH

H2C_O_COCH3

Esquema 4a. Rota de derivatizacdo dos agucares para obtencdo do alditdis
peracetilados tomando como modelo a glicose
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Obtencao do alditol peracetilado da glicose:

Abundancia (138)
20]
0]
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20]
e e e AT ™I L12.'00' " e e0 1800 20bo mn

Figura 58. Cromatograma de fons do alditol peracetilado da glicose (138).
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Figura 59. Espectro de massas 138 (Hexaacetato de D-glicitol ou Hexaacetato de
sorbitol).
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O espectro de massas da substancia (138) apresenta como pico base o ion de
m/z 43 representado pelo ion acilio. Fragmentos primérios sdo produzidos pela
eliminacdo do grupo acetdxi (m/z 59), dcido acético (m/z 60), ceteno (m/z 42) ou
pela clivagem da cadeia do alditol peracetilado. Outros fragmentos importantes sao

m/z 73, 145, 217, 289, 361 e 375 (Biermann et al., 1989).

—0Ot—
H,C
m/z 73
m/z 43 m/z 145

—OT—
. H,COC—O"=CH HC=—=0"—COCH;
R H;COC—O—CH
HC—O—COCH; 3
HC—0O—COCHj i
HC—O—COCH; 3
e HC—0—COCH;
H,C—O0—COCH;,4

HzC_O_COCH3
m/z 217 m/z 289 m/z 361

Esquema 4. Fragmentos caracteristicos do Hexaacetato de D-glicitol ou

Hexaacetato de sorbitol por CG-EM

Os espectros de massas dos padroes de carboidratos sdo relativamente
similares, por essa razdo a racionalizagdo dos fragmentos caracteristicos dos
demais padrdoes serd ilustrada na prépria estrutura molecular do alditol

peracetilado.
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Obtencao do alditol peracetilado de galactose:

(139)
foundincia
a0
&0
an]
U..............,'.'..lf‘—f....,....|....|....|.
Tempo--» 1 ho &ho aho 1070 1210 14700 16100 1810 npn min

Figura 60. Cromatograma de fons do produto obtido na sintese do alditol
peracetilado de galactose. Em destaque, a substancia (139) — componente de
interesse.
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Figura 61. Espectro de massas (IE-EM) de 139 (Hexaacetato de galactitol ou
Hexaacetato de dulcitol) e racionalizacdo de alguns fragmentos caracteristicos.
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Obtencido do alditol peracetilado de manose:

(140)
#Abundineia
204
80
404
20
] Al
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Figura 62. Cromatograma de fons do alditol peracetilado da manose (140).
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Figura 63. Espectro de massas (CG/IE-EM) de Hexaacetato de D-manitol (140) e

racionalizagcdo de alguns fragmentos caracteristicos.
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Obtencao do alditol peracetilado de xilose:

(141)

Abundincia

a0
50
40

204

I

Tempo--+ abo 5.0 5.0 1000 1250 1400 1600

tabo 200 min
Figura 64. Cromatograma de fons do produto obtido na sintese do alditol

peracetilado de xilose. Em destaque, a substancia (141) componente de interesse.
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Figura 6S. Espectro de massas da substancia 141 (Pentaacetato de Xilitol).
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Esquema 5. Proposta de racionalizac¢do de alguns fragmentos caracteristicos

Pentaacetato de Xilitol por CG/IE-EM.
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A reducgdo de cetoses, ao contrdrio da reducdo de aldoses, leva a formacgao de
um novo centro assimétrico que gera consequentemente dois alditéis, deste modo,
a derivatizacdo da D-frutose leva a producdo do hexaacetato de D-glicitol e do

hexaacetato de D-manitol (Jaroslav er al., 1963) (substancias 138 e 140,

respectivamente).
CH,—OH CH,—OH CH,— OH
HC—OH ¢=0 HO—CH
1) H,0 | 1) H,0
HO—CH 2) NaBH, 1°0—¢CH 2)NaBH:  HO—CH
«— —
HC——OH HC—0H HC——OH
HC—OH HC—OH HC—OH
HaC—— OH HC——OH H,C——OH
D-glicitol (138) D-frutose D-manitol (140)

Esquema 6. Reacdo de redugao da D-frutose.

Os resultados obtidos a partir da andlise dos padrdes sintéticos por RMN

estdo ilustrados na Tabela 15 e 16 (Espectros no Anexo 2).

Tabela 15. Deslocamentos quimicos (0) dos alditéis peracetilados (padrdes
sintético) em CDCl;/TMS — RMN 'H.

C#  Alditol Peracetilado H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6

Hexa-acetato de D-

138 .. 4,22 5,10 5,28 5,26 4,90 4,12
glicitol
139 Hexa—aceta.to de D- 427 5.29 535 535 5.29 4,27
galactitol
140 Hexa—acetrflto de D- 4,08 4.92 5.30 5.30 4,92 4,08
manitol
141 Hexa-acetato de D- 444 534 545 534 444 _

xilitol
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Tabela 16. Deslocamentos quimicos (0) dos alditdis peracetilados (padroes
sintético) em CDCl;/TMS — RMN °C.

C# Alditol Peracetilado C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Hexa-acetato de D-

138 et 620 69.6 687 690 689 6.6
glicitol

139 HexaacetatodeD- o) 0 o0 0 10 g78 623
galactitol

140 HexaacetatodeD- o) e o0 90 g1 620
manitol

141 HexaacetatodeD- o)\ o6 93 o4 620 -
xilitol

Os sinais de RMN de 'H podem ser separados em trés grupos os hidrogénios
mais protegidos em 0 = 2,1 ppm atribuidos as metilas dos grupos acetilas, em 6 =
4,0 — 4,4 ppm ressonam os metilenos terminais (CH,OAc) e mais desprotegidos,
em 6~ 5,2 5,4 ppm, encontram-se os metinos H-2,3,4 do pentaacetato de xilitol
e os H-2,3,4,5 dos hexa-acetatos (Tabela 15).

J4 os sinais de ">C aparecem em quatro regides: os mais desprotegidos sdo os
carbonos carbonilicos em & = 170 ppm, a seguir os sinais em 0 = 68 ppm sdo
atribuidos aos C-2,3,4 do pentaacetato de xilitol e os C-2,3,4,5 dos hexaacetatos,
os sinais em & = 64 ppm sdo atribuidos aos carbonos terminais (CH,OAc) e os
grupos metilas dos grupos acetilas aparecem na regidao 6 =~ 20 ppm (Tabela 16).

Dessa forma, a andlise por RMN permitiu confirmar a formacdao dos
produtos de interesse, uma vez que os resultados obtidos estdo de acordo com os

dados da literatura (Angyal ef al., 1972, 1974 e 1980).
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3.5.4. Identificacao dos carboidratos no alimento larval dos ninhos de
Tetrapedia diversipes

Para a andlise dos carboidratos no alimento larval foi otimizado condi¢des

cromatograficas para uma mistura de alditois acetilados (138, 139, 140 e 141) onde

cada acucar eluia num tempo especifico (Tabela 17, Figura 66).

Tabela 17. Tempo retencao dos alditéis peracetilados (padrdes sintético)

CIN® Alditol Peracetilado - tenzg??ﬁﬁii
138 Hexa-acetato de D-glicitol 13,17
139 Hexa-acetato de D-galactitol 13,10
140 Hexa-acetato de D-manitol 13,03
141 Hexa-acetato de D-xilitol 10,99

10.99

13.03

Abundancia relativa

12.612.712.812.913.013.113.213.313.413.513.613.7 138 139 140
Tempo de retencdo (min)
Figura 66. Cromatograma de ions indicando os tempos de retencdo dos alditois
acetilados de (A) Manose = 13,03 min (B) Galactose = 13,10 min (C) Glicose

=13,17 min) e Xilose no inserto.
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A massa clara de uma célula de ninho de Tetrapedia diversipes foi tratada
com NaBH,/4dgua, peracetilada e analisada por GC/EI -MS. Os espectros e os
tempos de reten¢ao dos constituintes foram comparados com os padrdes sintéticos
(Figura 67). Esta andlise permitiu confirmar a presenca de xilose, manose,
galactose e glicose. E possivel também observar que a galactose e glicose
predominam em relacdo a xilose € manose. Entretanto ndo € possivel detalhar
mais esta abundancia relativa, pois parte da glicose e da manose podem ter sido

originadas da frutose durante a reducdo.

13,10 13,17

10,99 13,03 \ /
N NI

f T T T 1
10 12 14

Abundancia relativa

Tempo de reten¢do (min)

Figura 67. Cromatograma de ions dos alditois acetilados de Xilose = 10,99 min,
Manose = 13,03 min, Galactose = 13,10 min e Glicose = 13,17 min. da massa clara
do ninho de Tetrapedia diversipes.

3.5.5. Componentes dos acucares presente nas anteras do
manjericao
O ninho das abelhas Tetrapedia diversipes em estudo encontrava-se nas

proximidades de plantas de Manjericdo assim os agticares presentes no pdlen do
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Manjericao foram analisados (cromatograma A) utilizando a mesma metodologia

aplicada na andlise do ninho (cromatograma B) (Figura 68).

Galactose

Glicose

Xilose / A
N

J Manose “ B

10 12 14
Tempo de retencdo (min)

Abundancia relativa

Figura 68. Cromatograma de ions dos alditois acetilados presentes nas (A) nas

anteras de Manjericdo e (B) na massa clara do ninho de Tetrapedia diversipes.

A andlise das anteras do Manjericdo revelou a presenca de glicose, xilose,
manose e galactose na mesma propor¢ao que os agucares presentes na massa clara
do ninho de Tetrapedia diversipes. Isto poderia ser um indicativo da coleta de
polen do Manjericdo, entretanto esta pode nao ser a Unica fonte de matéria prima
de massa clara, pois os acucares encontrados sdo comuns € estdo presentes em
muitas plantas (Baker & Baker 1983; Percival 1961; Van Handel er al. 1972;
Gottsberger et al. 1984; Freeman et al. 1985, 1991).
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D Parte ExperimentaJ
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4. Parte Experimental

4.1 Oleos florais

Os Oleos florais foram coletados de flores de Malpighiaceae na Reserva
Ecoldgica do IBGE (RECOR), a 35 km ao sul de Brasilia, no Distrito Federal
(15,9436° S, 47,8767° O; altitude de 1087 m), durante as estacoes imida (Outubro-
Abril) e seca (Maio-Setembro) ao longo do periodo de 2007-2010 por Simone C.
Cappellari. Documentos de identificacdo para todas as espécies estudadas foram
depositados no herbario do IBGE, no Distrito Federal. Todos os espécimes foram
identificados ao nivel de espécies pelo Dr. M. C. Mamede (Instituto Botanico, Sao
Paulo) e foram identificados (Tabela 18). Os Oleos florais de 33 espécies (7

géneros) da familia Malpighiaceae foram obtidos por meio da extracdo dos

elaidforos com acetato de etila.

Tabela 18. Oleos florais de espécies da familia Malpighiaceae.

S/N° Espécies vegetais N° de Identificacao

1 Banisteriopsis argyrophylla (Adr. Juss.) B. Gates (scc1765/IBGE 66319)
2 Banisteriopsis malifolia (Nees & Mart.) B. Gates (scc47/1IBGE 64800)

3 Banisteriopsxn%c:;cslgrelrgrgz. (GIA;C:ZS Juss.) W. R. (scc1047/IBGE 70569)
4 Diplopterys publpetczglla éél(jlngilslss.) W. R. Anderson (scc2222/IBGE 710020
5 Banisteriopsis schizoptera (Adr. Juss.) B. Gates (scc2549/IBGE 70527)
6 Banisteriopsis anisandra (Adr. Juss.) B. Gates (scc1035/IBGE 66313)
7 Banisteriopsis laevifolia (Adr. Juss.) B. Gates (scc1751/ IBGE 66317)
8 Banisteriopsis latifolia (Adr. Juss.) B. Gates (scc1301/IBGE 70521)
9 Banisteriopsis megaphylla (Adr. Juss.) B. Gates (scc1333/IBGE 66341)
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10 Banisteriopsis stellaris (Griseb.) B. Gates (scc2489/ IBGE 70540)
11 Banisteriopsis variabilis B. Gates (scc41/IBGE 64833)
12 Banisteriopsis campestris (Adr. Juss.) Little (scc2463/IBGE 70539)
13 Byrsonima umbellata Adr. Juss. (scc2285/IBGE 663350
14 Byrsonima pachyhpylla Adr. Juss. in A. St.-Hil. (scc9/IBGE 64803)
15 Byrsonima vimnifolia Adr. Juss. in A. St.-Hil. (scc2506/IBGE 70576)
16 Byrsonima laxiflora Griseb. (scc174/IBGE 64871)
17 Byrsonima subterranea Brade & Markgr. (scc2354/ IBGE 70575)
18 Byrsonima basiloba Adr. Juss. (scc2437/IBGE 70564)
19 Byrsonima coccolobifolia H.B.K. (scc214/IBGE 70574)
20 Byrsonima guilleminiana Adr. Juss. (scc2268/IBGE 66312)
21 Byrsonima rigida Adr. Juss. (scc2464/IBGE 70538)
22 Byrsonima verbascifolia (L.) DC (scc2268/IBGE 66312)
23 Camarea affinis A. St.-Hil. (scc2528/IBGE 70493)
24 Heteropterys escalloniifolia Adr. Juss. (scc2312/IBGE 66332)
25 Heteropterys coriacea Adr. Juss. ( scc1147/1BGE 70572)
26 Heteropterys campestris Adr. Juss. in A. St.-Hil. (scc2577, IBGE 70535)
27 Heteropterys pteropetala Adr. Juss. in A. St.-Hil. (scc2539/IBGE 70504)
28 Heteropterys tomentosa Adr. Juss. in A. St.-Hil. (scc2301/ IBGE 66333)
29 Peixotoa goiana C. Anderson (scc56/IBGE 64853)
30 Peixotoa reticulata Griseb. (scc1240/IBGE 66326)
31 Pterandra pyroidea C. Anderson (scc794/IBGE 66325)
32 Tetrapterys ambigua (A. Juss.) Nied. (scc2280/IBGE 66318)

meio da extragdo dos elai6foros com CHCI3/CH3;0H (6:1). Os dados relacionados

Os dleos florais de 48 amostras da familia Krameriaceae foram obtidos por

com o Oleo floral bruto obtido de cada amostra estao indicados na Tabela 19.
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Tabela 19. Quantidade de 6leo floral na familia Krameriaceae *

S/N° Codigo da Amostra Codigo de analise Nome da espécie/
(Austin) (Unicamp) Identificacao N°
1 8576 FOKO1 Krameria iluca
2 7113 FOKO2 -
3 7057 FOKO3 Krameria cytisoidea
4 8512 FOKO4 Krameria ixine
5 7125 FOKO5 Krameria cytisoidea
6 8524 FOKO6 Krameria ixine
7 831023-1 FOKO7 Krameria iluca
8 8579 FOKOS -
9 7098 FOKO9 -
10 8622 FOKOI10 -
11 8576 FOKO11 -
12 831021-2 FOKO12 -
13 031780-1 FOKO13 -
14 8587 FOKO14 -
15 8541 FOKO15 -
16 7113 FOKO16 -
17 7060 FOKO17 -
18 8570 FOKO18 -
19 7102 FOKO19 -
20 031580-5 FOKO20 -
21 8541 FOKO21 -
22 7034 FOKO22 -
23 - FOKO23 Malpighia glabra
24 - FOKO24 Malpighia glabra
26 831021-2 FOKO25 -
27 831011-1 (a) FOKO26 -
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28 83109-3 FOKO27 -
29 831011-1 (b) FOKO28 -
30 8588 FOKO29 -
31 831012-6 FOKO30 -
32 KC FOKO31 Krameria canceolata
33 7093 FOKO32 -
34 8310-7-9 FOKO33 -
35 7030 FOKO34 -
36 76414 FOKO35 -
37 7098 FOKO36 -
38 7068 FOKO37 -
39 8599 FOKO38 -
40 831014-5 FOKO39 -
41 8622 FOKO40 -
42 8622 FOKO 41 -
43 7030 FOKO42 -
44 8508 FOKO43 -
45 831013-1 FOKO44 -
46 83108-4 FOKO45 -
47 831032-2 FOKO46 -
48 831020-3 FOKO47 -

*Os nomes das espécies serdo enviados posteriormente pela colaboradora S. C. Cappellari.

4.2 Identificacio dos Acidos graxos

O solvente foi evaporado e o residuo foi avaliado por cromatografia em
camada delgada eluida com hexano e acetato de etila 20%. A presenca de acidos

graxos foi facilmente observada pela mancha alongada na origem dos
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cromatogramas apds pulverizacdo com solugdo de dcido acético e anisaldeido 10%
e aquecimento a 110°C. Os 6leos foram submetidos a metilacio com diazometano
antes da analise por CG-EM ou purificados por cromatografia em coluna de silica

eluida com hexano e quantidades crescentes de acetato de etila.

4.3 Solventes

Todos os solventes empregados apresentavam grau analitico de pureza, da
marca SYNTH, os quais foram destilados ou bidestilados antes do emprego.

As cromatografias de adsor¢do em camada delgada (CCD) foram realizadas em
placas prontas Merck. A determinagdo da posi¢ao de um composto sobre as placas
de CCD foram obtidas pulverizando a superficie do adsorvente com uma mistura
de p-anisaldeido (0,5 mL); acido acético glacial (50 mL); ou visualizadas com

lampada ultravioleta.

4.4 Equipamentos e Métodos

As anédlises de RMN foram obtidas com os equipamentos Varian Inova-500,
Bruker Gemini-300, Avance-Bruker 400 e 600, empregando CDCl; como solvente
e TMS como padrio interno.

A técnica de ESI-MS (“Electrospray Ionization Mass Spectrometry” foi
realizada num espectrometro de massas hibrido “LTQ-Orbitrap” (Thermo Fischer
Scientific, Bremen, Alemanha). O nitrogénio gasoso foi empregado para a
nebulizacdo, dessolvatacio e dissociacdo induzida por colisdo (Collision Induced
Dissociation — CID). A amostra foi diluida em metanol e submetida a um processo

de infusdo com um fluxo de 10,0 pl/min, sendo detectada em modo positivo.
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“Sheath gas”= 8, voltagem do spray = 3,5 kV, voltagem do capilar = 43 V,
temperatura do capilar = 275°C. Experimentos de varredura completa [faixa de
m/z = 100-1.300] foram realizados em um detector de armadilha de ions (“linear
trap”), assim como em um “Orbitrap”. As massas foram adquiridas com uma
resolucdo igual a 30.000, para uma razdao m/z 400. Os dados obtidos foram
analisadas por meio do programa Xcalibur (Thermo Finnighan).

As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) foram realizadas num equipamento Agilent 6890/Hewlett-Packard 5973
GC-EI/MS, equipado com uma coluna capilar de silica fundida (HP-5; 30m x 0,25
mm X 0,25 p m), empregando-se He como gis de arraste e um fluxo de 1,0
mL/min. A temperatura do forno variou de 150 a 290°C, com uma taxa de

aquecimento de 4°C/min e com um tempo de final de espera de 30 minutos

(Tabela 20).

Tabela 20. Parametros da técnica de CG/IE-EM para a andlise do 6leo floral.

Tonizacao Ionizacio eletronica (IE)
Voltagem 70 eV
Temperatura da fonte i6nica 200°C
Temperatura da interface do CG 290°C
Maédulo de injecao Split (10:1)
Volume de injecao 1 uL
Faixa de massa 40-700

Os indices de retencdo para cada composto foram obtidos pela equacdo de
regressao linear (eq. 1) para X (em que X = tempo de retencdo do composto de
interesse). Os valores de a ¢ de B da equagdo foram obtidos ao se injetar uma
amostra de 6leo floral impuro juntamente com uma mistura de hidrocarbonetos

normais de (C17, C19, C25 e C32 como padrdes internos), nas mesmas condi¢cdes
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citadas anteriormente para CG/IE-EM. Os tempos de retencdo 8,01 min para o
C17; 12,06 min para o C19; 24,84 min para o C25 e 37,50 para o C32 em funcgdo
dos ndmeros de carbonos multiplicados por 100 forneceram os valores a e B da reta

com um coeficiente de correlacdo (R?) 1gual a 0,999.

IR=0a+pX (Equacao 1)
em que,
o=1284,04 ¢ B =50,52

X = tempo de retencdo do composto desconhecido.

4.5 Isolamento dos padroes naturais

0 0

0 o)K o)K
\O)J\)\/\/\/K/\(CHQ)B/\/

3,9-diacetéxidocosanoico de metila (1)

320 elaidforos (29 flores) de Banteriopsis anisandra foram maceradas com
acetato de etila e logo em seguida o extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo produzindo 29,2 mg de extrato. O extrato foi
metilado com diazometano e purificado em coluna de silica eluida com

hexano/acetato de etila (5:9,5). Desta coluna foram obtidas 9,0 mg de um
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composto (1) puro cujos dados espectroscépicos de 1D e 2D de RMN de 'H e de
PC e de cromatografia gasosa e foi caracterizada por dados espectroscGpicos
(Tabela 3).

Ester metilico do 4dcido 3,9-diacetéxidocosanoico (1)

Propriedades fisicas: 6leo incolor.

Ponto de fusdo = 123°C

IV (filme) Vinax, : 2920; 2850; 1732; 1636; 1248; 1155; 740 cm’’

Tempo de retencdo CG-EM (min): 34,21 (DB-5)

CG/IE-EM: m/z: M = 470 n.d.) 427(1), 367(7), 350(18), 335(3), 319(25), 287(6),
245(43), 185(44), 153(33), 43(100).

ESI-EM: m/z 471,3861 (M" + H).

RMN de 'H (500 MHz; CDCl3) 8y: 3,67 (s, 3H, -OCH3), 2,53 (dd, J=5,0 e 15,0 Hz,
1H, H-2), 2,58 (dd, J=10,0 e 15,0 Hz, 1H, H-2), 5,20 (m, 1H, H-3), 1,60 (m, H-4),
1,43 (m, 2H, H-5), 1,29 (m, 2H, H-6), 1,43 (m, 2H, H-7), 1,50 (m, 2H, H-8), 4,84
(m, 1H, H-9), 1,50 (m, 2H, H-10) 1,25 (m, H-9 a H-21), 0,88 (t, J/=5Hz, 3H, H-
22),2,04 e 2,03 (COCH; —C3 e C9).

RMN de "C (125 MHz, CDCl3) 8¢:51,8 (OCH;, C-17), 170,5 (CO, C-1), 39,0
(CH,, C-2), 70,5 (CH, C-3), 33,7 (CH,, C-4), 25,1 (CH,, C-5), 20,9 (CH,, C-6),
25,2 (CH2, C-7), 34,0 (CH,, C-8), 73,9 (CH, C-9), 34,2 (CH,, C-10), 25,3 (CH,, C-
11), 29,64 (2CH,, C-12 e C13), 29,62 (2CH,, C-14 e C-15), 29,61 (2CH,, C-16¢
C-17), 29,53 (CH,, C-18), 29,48 (CH,, C-19), 31,9 (CH,, C-20), 22,7 (CH,, C-
21), 14,1 (CHs;, C-22), 170,9 (COCHs—C3 e C9), 21,3 e 21,1 (COCH; —C3 e C9)
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3,7-diacetoxi-docosanoato de metila 12 — éster metilico do Acido Birsénico

450 elaidforos (90 flores) de Byrsonima laxiflora foram maceradas com
acetato de etila e logo em seguida o extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo produzindo 43 mg de extrato. O extrato foi
metilado com diazometano e purificado em coluna de silica eluida com
hexano/acetato de etila (5:9,5). Desta coluna foram obtidas 12,0 mg de uma
mistura de compostos cujos dados espectroscépicos de 1D e 2D de RMN de 'H e
de °C (Tabela 4), e de cromatografia gasosa revelaram que a mistura era
composta majoritariamente (aproximadamente 90%) de um unico éster metilico.

Esta mistura foi caracterizada por dados espectroscopicos.

Ester metilico do dcido 3,7-diacetéxi-docosandico (12)

Propriedades fisicas: 6leo incolor.

Ponto de fusao = 122,4°C

IV (filme) vy : 2922; 2850; 1735; 1374, 1239 cm’

Tempo de retengiio (min): 34,07( coluna capilar HP-5); CG-EM/IE: m/z: (M = 470
n.d.) 427(1), 367(7), 350(18), 335(3), 319(25), 259(4), 217(10), 199(5), 170(22),
157(100), 128(30), 43(45). ESI-EM: m/z 471,3861 (M" + H).

RMN de 'H (400 MHz; CDCls) &y: 3,67 (s, 3H, -OCH3); 2,52 (dd, J= 4,0 e 16,0
Hz, 1H, H-2); 2,57 (dd, J=8,0 e 16,0 Hz, 1H, H-2); 5,20 (m, 1H, H-3); 4,85 (m,
1H, H-7), 1,25 (m, 26H); 0,85(t, j=8Hz, 3H, H-22).
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RMN de "C (125 MHz, CDCls) 8¢: 51,8 (OCH3, C-17); 170,38 (CO, C-1); 38,9
(CH,, C-2); 70,0 (CH, C-3); 34,0 (CH,, C-4); 20,9 (CH,, C-5); 34,0 (CH,, C-6);
73,9 (CH, C-7); 34,0 (CH,, C-8); 25,0 (CH,, C-9); 29,32 (CH,, C-10); 29,42 (CH,,
C-11); 29,64 (2CH,, C-12 e C13); 29,62 (2CH,, C-14 e C-15); 29,61 (2CH,, C-16
e C-17); 29,53 (CH,, C-18); 29,48 (CH,, C-19); 31,9 (CH,, C-20); 22,7 (CH,, C-
21); 14,1 (CHs, C-22); 170,190 e 170,78 (—COCHs;— C3 e C7); 21,25 e
21,07(COCH; — C3 e C7).

O (0]

) Y
\O)J\/\/v\/\(cﬁ{}\/

5,7-diacet6xi docosanoato de metila (5) — Ester metilico do Acido Pterandrico

137 elaioforos (27 flores) de Pterandra pyroidea foram maceradas com
acetato de etila e logo em seguida o extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo produzindo 3,0 mg de extrato bruto. O extrato
foi metilado com diazometano e purificado em coluna de silica eluida com
hexano/acetato de etila (5:9,5). Os dados espectroscépicos de RMN de 'H e de °C

se encontram na Tabela 5.

Ester metilico do dcido 5,7-diacetéxi-docosanoico (5)

Propriedades fisicas: 6leo incolor.
Ponto de fusdo = 129°C
IV (filme) Vinax, : 2922; 2850; 1735; 1374; 1239 cm’
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Tempo de retengdo (min): 33,47; CG-EM/IE: m/z: (M" = 470 n.d.) 439(1); 410(1);
397(15); 369(7); 367(11); 350(36); 335(3); 319(5); 309(3); 267(10); 276(10);
259(12); 239(8); 199(23); 173(23); 157(88); 144(20); 131(45); 128(30); 43(100).
ESI-EM: m/z 493.3510 (M" + Na).

RMN de 'H (500 MHz; CDCls3) 8y: 3,68 (s, 3H, -OCH3); 2,30 (m, 2H, H-2); 1,68
(m, 2H, H-3); 1,57(m, 2H, H-4); 4,93 (m, 2H, H-5 e H-7); 1,70 e 1,88 (ddd, J= 5,0
e 15,0 Hz, 2H, H-6) 1,25 (m, 26H); 0,88(s, 3H, H-22).

RMN de C (125 MHz, CDCls) 8¢: 51,5 (OCH3); 173,7 (CO, C-1); 34,2 (CH,, C-
2); 20,5 (CH,, C-3); 33,3 (CH,, C-4); 70,8 (CH, C-5); 38,3 (CH,, C-6); 71,2 (CH,
C-7); 33,6 (CH,, C-8); 25,1 (CH,, C-9); 29,3 ~ 29,6 (10CH,, C-10 ~ 19); 31,9
(CH,, C-20); 22,7 (CH,, C-21); 14,1 (CH;, C-22); 170,6 e 170,7 ((COCH;s— C5 e
C7); 21,2 (2 -COCH; — C5 e C7).

4.6 Sinteses dos padroes

O O O

~ W
O Ci5Hs,

5,7-dioxodocosanoato de metila(134)

2-heptadecanona (0,207ml, 1,5 mmol) foi gotejada sobre uma solucdo de
LDA (2,0 mmol) em THF anidro (15 ml) a -78°C, a solugdo foi mantida sob
agitacdo até completa adicdo da heptadecanona. A agitacdo foi mantida por 40
minutos adicionais e deixou-se a temperatura elevar a -15°C. Neste estdgio
adicionou-se 5-cloro-5-oxovalerate de metila (0,210 ml, 1,5 mmol) de uma tnica

vez e a solucdo foi mantida sob agitagdo por 2 horas a 0°C e 1 h a temperatura
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ambiente sendo entdo interrompida pela adi¢do de solu¢do aquosa de cloreto de
amoOnia. As fases organicas foram combinadas e lavadas com solug¢do salina e secas
sobre Na,SOy anidro. O solvente foi evaporado a vacuo. O produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica eluida com hexano e percentagens
crescentes de acetato de etila fornecendo um sélido incolor identificado como 134

(rendimento de 37%).

5,7-dioxodocosanoato de metila (134):

Propriedades fisicas: s6lido branco; Ponto de fusdao = 46°C

Rf= 0,6 (Hex:Acetato de etila; 10%).

IV (filme) Vinax, cm’': 2958; 2933; 2872; 1725; 1703; 1457; 1367; 1249; 1150 cm™
Tempo de retencdo CG/IE -EM (min): 18,28.

CG/IE-EM; 382(18), 351(3), 309(16), 281(37), 239(30), 186(88), 171(36),
154(45), 129(100), 113(40), 55(42).

RMN de 'H (CDCl, 250,13 MHz, TMS) &: 5,48 (s, 1H, H-6¢0); 3,68(s, 3H,
OCHsenon); 3,67(s, 1H, OCHjscetona)); 3,95 (s, 0,5H, H-6(cetona)); 2,59(t, J= 7.5;
0,75H, H-4 ou H-8); 2,49(t, J=7,5 Hz, 0,75H, H-4 ou H-8); 2,31 (m, 10H, H-2, H-
4enol € H-8cho); 1,94 (m, 4H, H-3 e H-9); 1,25(m, 48H); 0,88(t, J=7,5Hz; 6H, H-
22 (enolic e ketonic))

RMN de "°C (CDCl,, 62,89 MHz, TMS) §: 194,24 (C-5 ou C-7); 193,43 (C-5 ou
C-7); 173,45 (C-1); 99,18 (C-6eno1); 57,03(C-6(cetona)); 51,57 (OCHa); 38,26 (C-8);
37,35(C-4); 33,11(C-2); 31,9 (C-20); 29,66 ~ 29,3 (C-10 ~ C-19); 25,71 (C-9);
22,66 (C-21); 20,69 (C-3); 14,09 (C-22).
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Esteres metilicos dos dcidos sin e anti 5,7-dihidroxidocosanéico (135a e b)

Ao NaBH,; (11,02 mg; 0,3 mmol) em metanol foi adicionado lentamente
uma solugdo de 134 (48,0 mg, 0,12 mmol) em metanol com agitacio mantendo a
temperatura da reacdo 0°C. Apds completa adi¢do de 134, a mistura reacional foi
agitada por 15 min adicionais a temperatura ambiente. O metanol foi evaporado a
vacuo e a mistura de diastereoisomeros 135a e 135b foi extraida com acetato de
etila fornecendo apds a evaporacdo do solvente 46,0 mg da mistura de 135a e
135b (95% rendimento). Os isdmeros foram separados por cromatografia em
coluna de silica eluida com hexano e percentagens crescentes de acetato de etila

(20% a 50%).

Esteres metilicos dos dcidos sin e anti 5,7-di-hidroxidocosanéico (135a e b)

Propriedades fisicas: sélido branco. Ry = 0,28 para anti (Hex:Acetato de etila;
50%). Rf = 0,33 para sin (Hex:Acetato de etila; 50%).

IV (filme) Vg cm’': 3404; 2940; 2859; 1740; 1448; 1375; 1240; 1071; 1023cm’™
RMN de 'H (CDCls, 250,13 MHz, TMS) 8: 3,85(m, 2H, H-5 ¢ H-7), 3,67 (s, 3H,
OCH;), 3,20 (s, 1H, OH-5 ou OH-7), 2,70 (s, 1H, OH-5 ou OH-7), 2,36 (t, J=7,5
Hz, 2H, H-2) 1,79 (m, 2H, H-6); 1,60 (m, 4H, H-4, e H-8) 1,47 (m, 6H), 1,25 (m,
26H), 0,88 (t, J =7,5 Hz, 3H, H-22).RMN de "°C (CDCl;, 125,69 MHz, TMS) 8¢:
174,31 (C-1); 73,29 (C-5 ou C-7); 72,39 (C-5 ou C-7); 42,88 (C-6); 51,61 (OCH3);
38,36 (C-8); 37,45(C-4); 33,77(C-2); 31,9 (C-20); 29,71 ~ 29,31 (C-10 ~ C-19);
25,35 (C-9); 22,71 (C-21); 20,53 (C-3); 14,14 (C-22).
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5,7-syn acetonidio (136) 5,7-anti acetonidio (137)

Os acetonidios dos didis sin e anti racémicos (135a e 135b) (5mg, 13 mmol)
foram obtidos tratando-os com 2,2-dimetoxipropano (2,0 mL) e p-
toluenossulfonato de piridinio (PPTS; 10 mol%) como catalisador em CH,Cl,
anidro (5,0 mL) a temperatura ambiente por 15 min (Oku et al., 2010). O sin - diol
(135b) foi purificado em coluna de silica eluida com hexano e porcentagens
crescentes de acetato de etila (5 a 15%), e convertido em acetonidio (136). O

acetonidio-sin puro foi analisado CG/EI -EM e RMN de "C.

Mistura racémica dos acetonidios (136 e 137)

Propriedades fisicas: s6lido branco.

Rf=0,61 e Rf = 0,58 (Hex:Acetato de etila; 10%).

Tempo de retencdo (min): 18,04 e 18,23 (espectros de massas iguais).

CG/IE -EM; 411(30), 319(31), 301(25), 157(67), 125(45), 97(60), 43(100).

RMN de "°C (CD;OD, 125,69 MHz) 8¢: 174,4(C-14n); 174,0 (C-1,n); 100,03
(qQCanii); 98,37 (qCiin); 68,95(C-5 ou C-7) gin; 68.67(C-5 ou C-7)4in; 66.60(C-5 ou C-
Danii 3 66,34(C-5 ou C-7)anii 5 30,3 € 19,8(CHzeq € CHzax)sing 24,69 (2CH3)anii;

Acetonidio sin (136)

Propriedades fisicas: s6lido branco.
R¢= 0,61 (Hex:Acetato de etila; 10%).
Tempo de retencao (min) CG-EM/IE: 18,23 (Coluna DB-5).
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RMN de "C (CD;0D, 125,69 MHz) 8: 174,1(C-1); 98,34 (qC); 69,0(C-5 ou C-7);
68.67(C-5 ou C-7); 51,5(0CHs); 30,30 € 19,82(CH3eq € CHzay).

4.7 Preparacao dos padroes para a curva de calibracao no

espectrofotometro de UV-VIS

Para determinar a concentracdo de carboidratos fez-se uma curva de
calibracdo de acordo com a metodologia de Dubois et al. (1956) utilizando
solucdes aquosas de glicose a 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,0125 mg/mL, 0,00625
mg/mL, 0,003125 mg/mL, 0,0015625 mg/mL e 0,00078125 mg/mL.

As amostras foram preparadas dissolvendo a glicose em 4dgua milli-Q (5 mL),
seguido de agitacdo e da adi¢do de uma solugdo de fenol 5% (2,5 mL) e 4cido
conc. sulftirico (12,5 mL).

O controle negativo foi preparado com dgua milli-Q (5 mL), solugdo de
fenol 5% (2,5 mL) e 4cido sulfirico (12,5 mL).

Os teores de carboidratos foram medidos em triplicata no espectrofotdmetro

de UV-VIS no comprimento de onda de 490 nm.

4.8 Preparacao das amostras dos ninhos de Tetrapedia diversipes,

das anteras e néctar de manjericao.

As massas claras e escuras dos ninhos de Tetrapedia diversipes foram
inicialmente separadas umas das outras com o auxilio de uma espatula. As
amostras dos ninhos e as anteras de manjericdo foram previamente pesadas e
maceradas até se obter um pé homogéneo (Tabela 1). Para obtencdo do néctar

utilizou-se flores de manjericao sem antera (n = 5). As amostras de ninhos, anteras
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e néctar foram agitadas em dgua milli-Q (5,0 mL) e filtradas em um funil de vidro
contendo um pedaco de algoddo tratado. Transferiu-se para um frasco de vidro e
adicionou-se solugdo de fenol 5% (2,5 mL) e 4cido sulfurico (12,5 mL). Os teores
de carboidratos das amostras dos ninhos, das anteras e dos néctares de manjericao
foram analisados em triplicatas no espectrofotometro de UV-VIS no comprimento

de onda de 490 nm.

4.9 Preparacao dos padroes para a curva de calibracio no

espectrofotometro de UV-VIS.

Para determinar a concentracdo de proteinas fez-se uma curva de calibragao
de acordo com a metodologia de Bradford (1976) utilizando solu¢des de albumina
de soro bovino (BSA) a 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL, 0,0125 mg/mL,
0,00625 mg/mL, 0,003125 mg/mL, 0,0015625 mg/mL e 0,00078125 mg/mL.

As amostras foram preparadas dissolvendo BSA (albumina de soro bovino)
em uma solu¢do aquosa de NaCl 0,15 mol/L (1,5 mL), seguida da adi¢do da
solucdo de “Brilliant Blue Coomassie” (15,0 mL). Para preparar a solu¢do de
“Brilliant Blue Coomassie”, diluiu-se o corante azul de Coomassie (0,1 g) em
etanol 95% (50 mL) e 4cido fosférico (10 mL), ao final completou-se o volume
para 1000 mL com dgua milli-Q.

O controle negativo foi preparado com solucdo aquosa de NaCl 0,15 mol/L
(1,5 mL) e solugdo de “Brilliant Blue Coomassie” (15 mL). O teor de proteinas foi
medido em triplicata no espectrofotdmetro de ultravioleta-visivel UV-VIS, no

comprimento de onda de 595 nm.
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4.10 Preparacio das amostras dos ninhos de Tetrapedia diversipes,

de anteras e néctar de Manjericao.

As amostras de ninhos e anteras foram pesadas e maceradas até pé (Tabela
2). As amostras de ninhos, de anteras e de néctar foi adicionado a solugdo aquosa
de NaCl (1,5 mL). Em seguida as amostras foram filtradas em um funil de vidro
contendo um pedaco de algodao tratado. Transferiu-se para um frasco de vidro e
adicionou-se a solucdo de “Brilliant Blue Coomassie” (15 mL). As medidas do teor

de proteinas foram feitas em triplicata no espectrofotometro de UV- VIS a 595 nm.

4.11 Preparacio dos padroes de alditdis peracetilados

Inicialmente prepararam-se os padrdes de carboidratos utilizando para tanto,
padrdes de glicose, galactose, manose, e xilose. A preparagcdo dos padrdes consistiu
na dissolucdo do carboidrato (200 mg) em 4dgua destilada (2,0 mL). Em seguida,
adicionou-se boroidreto de sédio (~ 60 mg), a 40°C e a temperatura foi mantida por
90 minutos e depois uma noite a 4°C, protegido da luz.

Posteriormente adicionou-se acido acético glacial (10 mL), uma solugdo 1:1
de piridina e anidrido acético (16 mL), e deixou-se a reagdo por 48 horas a
temperatura ambiente sob agitagcdo. Em seguida, realizou-se a extracdo utilizando
uma solugdo de sulfato de cobre (II) 30% (25 mL) e diclorometano destilado (3x50
mL). O sulfato de cobre residual, que ficou presente na fase organica, foi retirado
pela extragdo com dgua destilada.

Por fim, a solucdo reacional foi seca sobre sulfato de sédio anidro e o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo. Para confirmar a presenca do

produto de interesse realizou-se a cromatografia em camada delgada (CCD)
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utilizando como eluente diclorometano:acetato de etila bidestilado 40% e como
revelador metanol:4cido sulftirico 30%. Os rendimentos obtidos nas sinteses dos
padrdes estdo mencionados na Tabela 21.

Os padroes foram entdo, injetados no CG-EM para comprovagdao dos

compostos de interesse.

Tabela 21. Rendimento obtido na sintese dos alditéis peracetilados

Alditol Peracetilado Rendimento da reacao (%)
Hexa-acetato de D-glicitol 18
Hexa-acetato de galactitol 5
Hexa-acetato de D-manitol 6

Penta-acetato de xilitol 2

Os produtos obtidos foram purificados por cromatografia flash de silica gel
(~ 6g) eluida com hexano:acetato de etila bidestilado 20% e hexano:acetato de etila
bidestilado 50%. Com excecdo do padrdo de galactose, onde a segunda fracdo do
eluente consistiu em uma solucdo de hexano:acetato de etila bidestilado 35% e a
terceira de hexano:acetato de etila bidestilado 50%.

Para confirmar a separagdo do produto de interesse realizou-se a
cromatografia em camada delgada (CCD) de cada fracdo recolhida, utilizando
como eluente diclorometano:acetato de etila bidestilado 40% e como revelador
metanol:acido sulftrico 30%.

Por fim, as fracdes que continham o produto de interesse foram

caracterizadas espectroscopicamente (Tabelas 22 a 24).

128



Tabela 22. Deslocamentos quimicos (0) dos alditéis peracetilados

RMN de 'H
Alditol Peracetilado H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6
Hexa-acetato de D-glicitol 4,22 5,10 5,28 5,26 4,90 4,12
Hexa-acetato de galactitol 4,27 5,29 5,35 5,35 5,29 4,27
Hexa-acetato de D-manitol 4,08 4,92 5,30 5,30 4,92 4,08
Penta-acetato de xilitol 4,44 5,34 5,45 5,34 4,44 -

Tabela 23. Constantes de acoplamento (em Hz) dos aldit6is peracetilados

Alditol Peracetilado Ji2 J23 J34 Jas Js6
Hexa-acetato de D-glicitol 4,0 6,4 4,3 6,8 3,6
Hexa-acetato de galactitol 4,6 1,8 10,0 1,8 4,6
Hexa-acetato de D-manitol 2,6 9,0 2,2 9,0 2,6

Penta-acetato de xilitol 4,2 5,2 5,2 4.2 -
Tabela 24. Deslocamentos quimicos (0) dos alditois peracetilados
RMN de "°C
Alditol Peracetilado C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6
Hexa-acetato de D-glicitol 62,0 69,6 68,7 69,0 689 61,6
Hexa-acetato de galactitol 62,3 67,8 67,7 67,7 67,8 62,3
Hexa-acetato de D-manitol 62,0 68,1 67,7 67,7 68,1 62,0
Penta-acetato de xilitol 62,0 694 693 694 62,0 -
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5. CONCLUSOES

A composicdo quimica dos Oleos florais de 31 espécies simpatricas de
Malpighiaceae se altera quali e quantitativamente de acordo com os géneros.
Assim os 4cidos graxos presentes nos elaioforos de Byrsonima, Heteropterys e
Peixotoa sao 3,7-dissubstituidos, enquanto o 6leo floral de Peixotoa reticulata, é
composto de acil-glicerois e dcidos graxos ndo substituidos. Tal anomalia foi em
parte explicada pelo fato desta ser esta uma espécie autégama. Espécies do género
Banisteriopsis secretam acidos graxos florais 3,9-dissubstituidos. A secre¢do dos
elaidforos da espécie Pterandra pyroidea apresenta composi¢do quimica simples
com 4cidos graxos contendo substituintes (acetoxi) nas posicdes 5 e 7, € a auséncia
de substituintes na posicao - dos dcidos graxos florais poderia levar a uma selec¢do
dos polinizadores.

Finalmente este estudo indica claramente que as estruturas dos dcidos graxos,
muitos dos quais sdo inéditos (acidos 3,9-diacetoxi-alcanoico, 4dcidos 3-hidroxi-9-
acetoxi-alcanoico; e dacidos 5,9-diacetoxi-alcanoico; Tabela 6 pg. 43), estio
claramente relacionados a classificacdo botanica exceto pelas espécies de
Banisteriopsis campestris, B. megaphylla,  B. argyrophylla, Heteropterys
tomentosa.

A estereoquimica relativa do acido pterandrico (4&cido 5,7-diacetoxi-
docosandico), um produto natural inédito foi demonstrada ser anti através de
sintese.

Foram analisadas 47 amostras de 6leos florais de espécies da familia Krameriaceae
revelando a presenca de 4cidos graxos livres com 16 a 22 atomos de carbono e

substituintes na posic¢do p (-OAc, ou -OH).
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Finalizando nosso estudo as andlises dos recursos florais coletados por Tetrapedia
diversipes, uma abelha solitdria, para construir seus ninhos revelaram que os teores
de carboidratos e proteinas presentes nas massas claras dos ninhos e nas anteras de
Manjericdo sao semelhantes concluindo-se que o pdlen € o maior reponsavel pelo
teor de carboidratos e proteinas da massa alimentar.

Esta andlise permitiu também confirmar a presenca de xilose, manose, galactose e
glicose nos ninhos de Tetrapedia diversipes e no polen de Manjericao (Ocimum
basilicum) onde ha predomindncia da galactose e glicose em relacdo a xilose e

manose.
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Cromatogramas do extrato bruto de acetato de etila de elai6foros (6leos
florais), N° escrito sobre cada pico € o nimero composto na Tabela 7 e Tabela 8.
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Banisteriopsis latifolia

Abundance

80+
B0+
40+

204

43 39

41

b tpu L " Il
e L % T

Time--> 5.00 00’ 1500 e 1

Banisteriopsis megaphylla
Abundancs
80
0
40

204

42 13 39
D'u_]u.. k Alll I i i

11

41

5000

Tie>  5bo 100 1500 =m0 500

Banisteriopsis publipetala

Abundarnce

204
B0
40 44

20

14

35

[

5000’

Time--> sho qob0 0 s 200

Eo0

e

145

o

450



Banisteriopsis campestris
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Banisteriopsis malifolia

Abundance
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Byrsonima subterranea
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Byrsonima verbascifolia

& bundarce]

30
60
70
504
50
40
304

204

a L " L. & N

i

Time--> 5o

Byrsonima rigida

a0

70/ \

60
16

50

40

11 10

a0

204

45700 5000 55,00

3400

2450

5000

o s
Tirne-> 10700 1500 20'00 25'00 30000 35.00 4000

Byrsonima basiloba

Abundance]
EG
a0
70

50 \\\\\‘\

50

40

30

20

b .

. st b i

12 33

L

450 50'00 55100 60'00

20

‘ Nl e

a
Time-> 5.00 1000 15.00 20.00 2500 an'nn

“as.00 an'on

149

4500 50.00 55 00 &0 .00



Byrsonima coccolobifolia
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H .tomentosa
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Het escalloniaefolia
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Espectros de RMN dos acidos graxos presentes em oleos florais de

Malpighiaceae, Krameriaceae
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% Espectro de RMN do éster metilico do acido 3,9-diacetéxidocosandico (recompensa floral do tipo-A)
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl5) do éster metilico do acido 3,9-diacetéxidocosanéico (representativo
de recompensa floral do tipo-A).
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Figura 66. Espectro de RMN de Bc (125 MHz, CDCl;) do éster metilico do acido 3,9-diacetéxidocosanéico (representativo de
recompensa floral do tipo-A).

155



nowllmahgHEQC  £id 1 1 Z:Zbruker2L0%2011%janl Anmits

_r‘\ .-*L - J.thl L

Hallmem FOED2: odeoll/bBbow nowllmahgHSQC

F1 [ppm]

i

30

|||‘ 1!

11_

l
-
5

1]

70

¥

IIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIII|IIII|III
40

T T T T T T T T T T T T T T
5 4 1 2 1 F2 [ppm]

Figura 67. Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H-">C ~HSQC (500 MHz, CDCl3) do éster metilico do acido 3,9-
diacetoxidocosanéico
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Figura 68. Mapa de contornos de RMN de 2D de '"H-">C-HMBC (500 MHz, CDCl;) do éster metilico do cido 3,9-
diacetoxidocosanédico
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¢ Espectros de RMN do éster metilico do acido 3,7-diacetéoxidocosandico (representativo de recompensa floral do tipo-
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Figura 69. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl;) do éster metilico do acido 3,7-diacetéxidocosandico (representativo
de recompensa floral do tipo-B)
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Figura 70. Espectro de RMN de °C (125 MHz, CDCl3) do éster metilico do acido 3,7-diacetéxidocosandico (representativo
de recompensa floral do tipo-B)
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Figura 71. Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H-">C ~HSQC (500 MHz, CDCl;) do éster metilico do acido 3,7-
diacetoxidocosandico
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Figura 72 Mapa de contornos de RMN de 2D de '"H-""C—-HMBC (500 MHz, CDCl;) do éster metilico do acido 3,7-
diacetoxidocosandico
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s Espectros de RMN do 4cido pterandrico (representativo de recompensa floral do tipo-C)
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Figura 73 Espectro de RMN de 'H (500MHz, CDCl;) Acido pterandrico (representativo de recompensa floral do tipo-C)
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Figuga 74. Espectro ae RMN de 13C (125MHz, CDCﬂg) Acido pterandrico (represenﬂtatlvo do recompensa floral do q[lpO ©)
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Figura 75. Espectro de RMN de 'H (250 MHz, CDCl3) do éster metilico do acido 5,7-dioxodocosanoato
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Figura 76. Espectro de RMN de '*C (63 MHz, CDCls) do éster metilico do acido 5,7-dioxodocosanéico
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Figura 77. Espectro de RMN 'H (250MHz, CDCls) do éster metilico do acido 5,7-dihidroxidocosanéico
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Figura 78. Espectro de *C NMR (125 MHz, CDCls) do éster metilico do acido 5,7-dihidroxidocosanéico
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Figura 79. Espectro de RMN de '*C (125 MHz, CDCls) de forma do syn-acetonide éster metilico do acido 5,7-
dihidroxidocosanodico

168



% Espectros de RMN do representativo de recompensa floral de Krameriaceae
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Figura 80. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) éster etilico do acido 3-hidroxidecanoéico (recompensa floral de
Krameriaceae)
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Figura 81. Espectro de RMN de '*C (125MHz, CDCls) do éster metilico do acido 3-hidroxihexadecanéico (recompensa floral de
Krameriaceae).
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Figura 82. Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H-"*C —-HSQC (500 MHz, CDCls) do éster metilico do acido 3-

hidroxihexadecanoéico

171

F1 [ppm]



sl H
Haleem "PFOKO-3Z"  cdcll /boow novlimahgHMZC ‘ [l l I _E
.
C16 and G2 -] =8 B
c15___| L4 il
CE i !
Chto C13 — 4 -
Cl4 i ur -
4 e
c2 Ml
— &
c1— 'J -
o | L L
-8
15 L
16
CH; -
1
L&
v e i
T T T T T T T T T T B
[ F2 [ppm]

Figura 83. Mapa de contornos de RMN de 2D de 'H-'*C —HMBC (500 MHz, CDCls) do éster metilico do acido 3-
hidroxihexadecandico




Os espectros obtidos a partir da andlise dos padrdes de alditdis peracetilados por RMN estao ilustrados abaixo:

3.9

IO » S AN Ry
a [ppm]

Figura 84. Espectro de RMN 'H (CDCly/TMS) da Hexaacetato de D-glicitol (138)
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Figura 85. Espectro de RMN "°C (CDCL/TMS) da Hexaacetato de D-glicitol (138).
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Figura 86. Espectro de RMN 'H (CDCly/TMS) da Hexaacetato de D-galactose substincia (139).
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Figura 87. Espectro de RMN "*C (CDCIly/TMS) da Hexaacetato de D- galactitol (139).
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Figura 88. Espectro de RMN "H (CDCly/TMS) da peracetilado de manose (140).
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Figura 89. Espectro de RMN "°C (CDCI/TMS) da peracetilado de manose (140).
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Figura 90. Espectro de RMN '"H (CDCl/TMS) da Pentaacetato de Xilitol (141).
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Figura 91. Espectro de RMN "°C (CDCI/TMS) da Pentaacetato de Xilitol (141).
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ANEXO 3

Espectros de IV e ESI-EM dos acidos graxos presentes em oleos florais

de Malpighiaceae, Krameriaceae
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ANEXO 3
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Figura 92. Espectro de ESI-EM do éster metilico do acido 3,9-diacetéxidocosandico

(recompensa floral do tipo-A)
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Figura 93. Espectro de ESI-EM do éster metilico do acido 3,7-diacetéxidocosandico

(recompensa floral do tipo-B).
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ANEXO 4
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Figura 94. Espectros infravermelho da amostra nao metiladas (Natural)
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Figura 95. Espectros infravermelho da amostra metiladas (6leo floral + diazometano)
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