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RESUMO

ECOLOGIA QUIMICA DE MAXILLARIINAE, SPATHODEA CAMPANULATAE
MELIPONINAE

Adriana Flach

Orientadora : Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli
Palavras-chave: ecologia quimica, Maxiliariinae, néctar, Meliponiinae.

O presente irabalho foi dividido em trés partes todas relacionadas a quimica
das relacbes entre os seres vivos. Na primeira parte do trabalho estudou-se a
quimica da polinizacdo de orguideas da subtribc Maxillariinae em termos da
composicdo dos volateis e recompensas florais coletadas pelos poiinizadores.
Discutiu-se também os compostos envolvidos na atragdo dos polinizadores de
Mormolyca ringens e Trigonidium obtusum. ldentificou-se, nesta etapa uma série
de compostos: hidrocarbonetos, terpenos, alcoois, aldeidos, cetonas, esieres, efc.
Em um segundo momento determinou-se a composi¢cdo quimica do néctar de
Spathodea campanulata (Bignoniaceae), uma planta relatada como tdxica.
Identificou-se, além de carboidratos, composios secundarios como terpenos,
esterdides e carboidratos acetilados. Também foram identificados os constituintes
volateis: 1-octen-3-ol e 1-octen-3-ona. Na ultima parte do trabalho explorou-se a
modificacao quimica das ceras de duas espécies de abelhas que estabeleceram
uma relacdo de convivéncia em um mesmo ninho. A composicao quimica das
ceras de operarias de coldnias puras e de coldnias mistas de M. scutellaris
apresentaram perfis quimicos diferentes produzindo nas colbnias puras uma série
de n-alcanos e n-alcenos enquanto que a colénia mista apresentou elevado
percentual de acetato de triacontanila. As ceras das coldnias de M. rufiventris

apresentaram variagbes nas proporgoes de hidrocarbonetos.
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ABSTRACT

CHEMICAL ECOLOGY IN MAXILLARIINAE, SPATHODEA
CAMPANULATA AND MELIPONINAE

Adriana Flach
Advisor: Prof® Dr? Anita Jocelyne Marsaioli

Key words: chemical ecology, Maxillariinae, nectar, Meliponiinae

This work is presented in three distincts paris, all of them conceming the
chemistry involved in inter-specific relations. In the first part we discuss the
pollination chemistry of orchids, subtribe Maxillarinae, in terms of floral volatiles
and rewards collected by polinators. it is also discussed the compounds involved in
polinattors attraction by Mormolyca rigens and Trigonidium obfusum. At this stage
we have identified hydrocarbons, terpenes, alcohols, aidehydes, ketones, esters,
efc. In the second chapter we analyzed the chemical composition of Spathodea
campanulata (Bignoniaceae) nectar. Occurence wich has been considered toxic,
due to the dead insects inside the flower. Morever, we identified some secondary
metabolites as terpenes, steroids and acetylated sugars. Volatiles compounds as
1-octen-3-ol and 1-octen-3-one were alsc identified. The last part expiores the
chemical modification in waxes from two bees species that established coexistence
in the same nest. We compare the chemical modification of waxes from worker
bees in pure and mixed colonies of Meliponia rufiventris and Melipona scutellaris.
Revealing that the ratio of alkanes, alkenes, were altered in M. rufiventris coionies.
M. scutelfaris pure colonie produce alkanes and alkanes and the chemistry of

mixed colonies were altered producing high ratio of triacontanyi acetate.
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1 INTRODUCAO GERAL

Entre as varias areas da quimica, encontra-se a ecologia quimica, que
estuda as relagbes entre os seres vivos, estas sdo mediadas por sons e das
moléculas que participam das cores, dos aromas e das secrecbes que sio
mediadoras destas interagces. Estudar estes fenémenos significa decodificar a
linguagem quimica da vida.

1.1 O processo da polinizagdo:

Das relagbes entre os seres vivos destaca-se o mutualismo existente entre
as flores e os agentes polinizadores. Estes Gltimos em busca de material para sua
alimentacdo e de suas larvas, construgdo de ninhos ou local para ovoposicio
acabam por realizar a polinizagdo. Esse processo pode ser mais bem antendido,
observandoe inicialmente as principais estruturas de uma flor que estdo envolvidas
neste fendmeno (Figura 1):

Antera - Pétalas: normalmente sdo coloridas, e conferem beleza
Estigma gfies
Pétara Filete | Péilen as flores.

As partes reprodutivas sdo:
- Gineceu: 6rgdo feminino das flores. O pistilo é uma
tiiete unidade do gineceu formada pelo ovario, estilete e
: estigma. O estilete é um filamento que se prolonga a partir
do ovario e em cuja extremidade se acha o estigma.
Figura 1. Estrutura de | Através do estilete, o tubo polinico desce e penetra no
uma flor envolvida na |ovério, onde se opera a fecundago.
polinizacéo. - Androceu: drgéo masculino, formado pelo conjunto de
estames. O estame € um filete que sustenta a antera, na

qual se formam os griocs de pélen.

A polinizag&o consiste na transferéncia de pélen das anteras para o estigma
de uma flor, acho indispenséavel para a produgac de frutos e sementes.



Existem dois tipos de polinizacéo:

- Polinizagao direta ou autopolinizagdo: os grios de polen caem sobre o
estigma da mesma flor onde foi produzido. Esse tipo ndo traz muitas vaniagens
para o vegetal, ja que ndo permite a variabilidade genética.

- Polinizac@o indireta ou cruzada: os grios de pdlen s8o transportados de uma
flor para outra flor da mesma espécie. Esta polinizacdo é considerada mais
vantajosa, pois permite a variabilidade genética. A polinizagio indireta exige a
participag8o de agentes polinizadores, os quais podem ser o vento, passaros,
insetos, morcegos, agua, homem, entre outros.

A escolha do polinizador ndo se dé por acaso. Quando olhamos um jardim
fiorido podemos observar flores de todas as formas, cores e aromas, além de uma
série de insetos/passaros pousando sobre cada uma delas, se observarmos
durante varics dias iremos verificar que existe uma preferéncia nesta visita, o
motivo dessa preferéncia envolve vérios fatores que serfo discutidos nos
proximos itens.

1.1.1 A influéncia das cores na selegéo dos polinizadores
O campo de visdo dos seres vivos ndo é igual, alguns tem visdo pobre

enquanto outros conseguem detectar a regido do infravermelho e do uliravioleta
(Figura 2).

200 360 460 500 600 760 866 nm
Ultravioleta - ufra
parpura ¢ vermelho

Hymenopiers

Figura 2. Espectro da viséo humana e da vis&o dos principais polinizadores.



Os insetos noturnos ndoc necessitam de uma visdc apurada no que se
relaciona as cores, assim, os besouros tém visio pobre, sio fotofobicos e atraidos
por aromas, as mariposas noturnas preferem o branco que & mais visivel no
crepusculo ou nas noites iluminadas apenas com a luz da lua. Os roedores
noturnos e morcegos s&o essencialmente cegos &s cores, sendo guiados por
fragrancias. As borboletas e mariposas diurnas preferem flores cor-de-rosa,
vermelhas, laranja e amarelas. Vespas reconhecem cores como o marrom,
vermelho escuro, rosa e amarelo, pois em sua maioria sdo carnivoras e estas
cores lembram as cores do sangue e da came. As abelhas em geral tém
preferéncia por amarelo e azul. Em contrapartida a visdc dos passarocs se
assemelha muito a visdo humana e a maioria das flores por eles polinizadas, sdo
vermelhas.

Os compostos responsaveis pelas cores possuem as mais variadas
estruturas, sendo em sua maioria altamente insaturados e freqilentemente estéo
ligados a carboidratos. Os carotendides s&o responséaveis pelo amareio e laranja,
os flavonéides pelo branco, amarelo, vermelho e azul e as antocianinas dao cor as
petalas de diversas espécies de plantas. Uma revisdo recente de Harborne
contém a estrutura de varios pigmentos com as mais variadas estruturas
{antocianias, flavonas, flavonbis e flavonodides glicosidicos, chalconas,
dihidrochalconas e flavanonas) que juntamente com os metais podem formar
complexos que sdc responsaveis pelas cores™. Neste, relata os componentes
responsaveis pela cor das pétalas do cacto hibrido (Schlumberfera x buckeleu),

foram identificados como betalainas (Figura 3).

34 Harborne, J.B.; Williams, C.A.; Nat. Prod. Rep., 2001, 18, 310.
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Figura 3. Betalainas encontradas no extrato das pétaias de um hibrido de

Cactacesze.

Em Eustoma grandifiorum e Dianthus caryophylius (Gentianaceae ) foram

identificadas vérias antocianinas (Figura 4).

2} R= OH; R4~ a-Lramnosi; Ry= Z-p-cumarcil
b} R=CH; R H; Ry~ E-pcumaroil

<) R=OH; Ry= H; Rg= Eferulil

d) R= OH; Ry=a-L-ramnosil; R,= E-pcumaroit
2) R = OH; Ry= a-L-ramneosil; Ry= E-ferulil

) R = H; Ry= B; Rp= Epcumarcil

) R= H; R1=H; Ry= E-ferull]

i)} R= H; Bq¢= a-l-ramnosil; Ry» E-p-cumarsi

i} R=H; a-L-raminosil; R~ Ederulii

Figura 4. a) Flor de Eustoma grandifiorum; b) fior de Dianthus caryophylius.
Pigmentos responsaveis pela cor das pétalas destas flores?.

1.1.2 A importancia dos volateis
A maioria das flores liberam substéncias volateis que possuem um papel

imporiante na atragcdo e selec8o dos polinizadores. S&o produzidas em todas as
estruturas das flores (nas plantas menos evoluidas) ou pelos csméforos (nas

“Markham, K. R.; Gould, K. S.; Winefield, C.S.: Mitchell, KA. Bloor, S.J.: Boase,
M.R.; Phytochemistry 2000, 55, 327.



plantas mais evoiuidas), sendo mantidas na forma de precursores até a liberagéo
ao ar. Apresentam, em geral, compesicdo complexa, incluindo terpendides
{monoterpenos e sesguiterpenos nao oxigenados & oxigenados), compostos
aromaticos e alifaticos, aminas, derivados de acidos graxos e ésteres metilicos;
aminas e sulfetos, hidrocarbonetos, variando qualitativa e quantitativamente entre
as espécies. A producdo desses compostos na planta segue um compiexo
sistema biosintético. Especies prdximas filogeneticamente e morfologicamente
podem ser confundidas pela sua forma e como estratégia produzem fragrancias
diferentes gue servem como guia para ¢ poEinizado;ss.

Em espécies de plantas do género Ficus cada uma @ polinizada por uma
espécie diferente de vespas, que ovopositam deniro das flores e assim realizam a
polinizacdo. No estudo dos volateis emitidos por estas plantas foram enconirados
compostos especificos a espécie e outros comuns entre elas. Somente na espécie
Ficus fulva fol encontrada a dendrolasina, em F. condesa ¢ linalol e o 1,8-cineol,
em F. delfoidea foi enconirado o oOxido de linalila. Em F. microcarpa foram
identificados compostios de rotas biossintélicas distintas: sabineno, salicilato de

metila e 4-metil-benzaldeido. Cada um dos quais € especifico de cada espécie de

Ficus™ .
OH
i o] o)
{ P
OH B ) )
linaiogl  1,8-cinec! dendrolasina Guddo de linalila sabineno  saliciiato de metila  4-metil-benzaldeide

Os principais métodos para coleta destes compostos sao: hidrodestilacao,
arraste a vapor, coleta dindmica e estatica, além da injecéo de sdlidos. A deteccao
e realizada principalmente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

% Dressler, R.L., Rev. Biol. Trop. 1968, 15,143,

7 (a) Grison-Pigé, L.: Bessiere, J.M.; Hossaert-Mckey, M.; J. Chem. Ecol. 2002,
28, 283. (b) Grison-Pigé, L.; Hossaert-Mckey, M.;Greeff, J.M.; Bessiere, J.M,;
Phytochemistry 2002, 61, 81. (¢) Song, Q.; Yang, D,; Zhang, G, Yang, C,; J
Chem. Ecol 2001, 70,1928. {d) Grison, L.; Edwards, A.A.; Hossaert-Mckey, M.;
Phytochemistry 1998, 52, 1293. (e) Giberneau, M.; Buser, H.R.; Frey, J.E;
Hossart-Mckey, M.; Phyviochemistry 1997, 46, 241.



massas e a identificacao através do indice de retencac de Kovat's, comparacéo do
espectro de massas com a literatura e injegéo com reforco de padroes.

1.1.3 A importancia das secrecdes das flores

Alem das cores e fragrancias as flores produzem secrecbes gue séo
coletadas pelos polinizadores, com as mais variadas funcbes. Estas secrecdes
sao muitas vezes chamadas de “recompensas fiorais” como se fossem uma
recompensa oferecida ao polinizador em troca do transporte do pblen. Entre estas
secregOes, o néctar € um liquido exsudado pela fior utilizade como fonte de
energia para os polinizadores. O horario de excrecio e o volume de néctar
excretado (0,03 ul em Anacardium excelsum, polinizada por abelhas e 10-15 mL
em algumas espécies da familia Bombacaceae, polinizadas por morcegos) variam
de acordo com a planta. Em sua constituigdo encontramos uma alta conceniracio
de agucares™, além de alguns aminoacidos®®®, fons (Na®, K*, Ca'?, eic.),
compostos volateis*' e pequena concentracio de compostos secundarios. Destes
compostos j& foram identificados por métodos classicos: carboidratos,
aminoacidos e ions. Também foram estudados os volateis, e a presenca de
compostos secundarios por métodos indiretos que foram motivados pela toxidez
de alguns néctares*?.

As resinas florais, outra secre¢iio coletada pelas abelhas sac conhecidas
em duas fami’iias de Angiospermas: Euphorbiaceae (espécies do género
Dalechampia L.)** e Guttiferae (espécies dos géneros Clusia L., Clusiella Planch.

* Davis, A.R.; Pylatuik, J.D.; Pradis, J.C.; Low, N.H. Planta, 1998,205, 305.

*¥ Prys-Jones, O.E.; Willmer, P. G.; Biol. J. Linn. Soc. 1995, 45, 373,

*© Merrit, 8.Z.; J. Chem. Ecol. 1996, 22, 1133.

* Franich, R. A.; Ecroyd, C. E.; Kroese, H.W.; Steward, D.: Phytochemistry 1995,
40, 1387.

“ (a) Paula, V.F.; Barbosa, L.C.A.Demuner, A.J.; Campos, LA.O. : Pinheiro, A. L.;
Joumnal of the Brazilian Association for the Advancement of Science, 1997, 49, 4.
(b) Gowan, E.; Lewis, B.A.; Turgeon, R.; J Chem. Ecol 1995, 21, 1781. (¢}
Masters, AR.; J. Chem. Ecol. 1991, 77, 195.(d) Adler, L.S. QCikos, 2000, 91, 409.
ge) Harborne, J.B.; Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 361.

° Armbruster, W.S. Amer. J. Bot., 1984, 71, 1149,



& Triana® e uma espécie do género Tovomifopsis). A utilizacao destas resinas na
construgéo ou vedacio de seus ninhos® sugere que de alguma maneira, este
material deva prevenir e/ou reduzir a infestaggo de microorganismos e outros
agenies predadores®. |nvestigacdes sobre a composicac quimica das resinas
florais de espécies de Dalechampia mostraram a presenca de ftriterpenos®,
enquanio gue as de Clusia sfo compostas basicamenie por benzofenonas
poliisopreniladas *°. Estes tipos de compostos e outras estruturas benzofendnicas
do tipc 2,4,8-triidroxi-benzofenonas e alquil-aril-cetonas poliisopreniladas foram
também isoladas nos géneros Garcinia, Clusiella e Rhoedia (subfamilia
Clusioideae) ndo somente na resina mas em diversos 6rgaos da planta*®*® Outras
classes de compostos como flavondides, xantonas, acidos fendlicos, iactonas e
sesquiterpenos foram isolados desta familia. Na Figura 5 estfio alguns compostos
isolados de resinas fiorais de Clusia. Este isolamento e identificacdo foram
realizados pelos metodos classicos utilizados em fitogquimica.

* Planchon, J.E., Triana, J. Ann. Sci. Nat., sér. 4, Bot. 1982, 13, 306.
“ Roubik, DW. Ecology and Natural History of Tropical Bees, Cambridge
l}n iversity Press, ,N.Y, 1989.

8 Schwarz, H.F., Bull. Amer. Mus. Nat. Hist. 1948, 90 1.
7 Armbruster, W.S. Amer. J. Bot., 1984, 71, 1149,
8 (a) De Oliveira, C. M.; Porto, A. M.; Bittrich, 1. V.. Marsaioli, A. J. Tetrahedron
Lett. 1996, 37, 6427. (b) De QOliveira, C M., Porto, A. M., Bittrich, 1. V.; Marsaioli, A.
J. Phytochemistry. 1998, 50, 1073. (¢) Porto, A.L.M., Machade, S.M.F., de Oliveira,
C. M.A,, Bittrich, V., Amaral, M.C.E., Marsaioli, A.J. Phytochemistry, 2000, 55, 755.
(d) Cuesta-Rubio, O.; Velez-Castro, H.; Frontana-Uribe, B.A.; Cardenas, J.
Phytochemistry. 2001, 57, 279.
“° (a) Delle MonacheF.: Delle Monache, G.; Pinheiro, R. M.. Radics, L.
Phytochemistry 1988, 27, 2305. (b) Hussain, R. A.; Owegby, A. G.; Parimoo, P.:
Waterman, P. G. Planta Médica 1982, 44, 78. (c) Olivares, E. M.; Gonzales, J. G.:
Delie Monache,FF. Phyfochemistry 1994, 36, 473. (d) Henry, G. E_; Jacobs, H.;
McLean, S.; Reynolds, W.; Yang, J. P. Tetrahedron Lett. 1995, 36, 4575. (e)
Cuesta-Rubio, O.; Cuellar Cuellar, A.; Rojas, N.; Velez Castro, H.; Rastrelli, L.
Aguino, R. J. Nat. Prod. 1898, 62, 1013. (f) Alves, T.M.A; Alves, R.O.: Romanha,
Ad.; Dos Santos, M.H.; Nagem, J.T.; Zani, C.L. J. Nat. Prod. 1999, 62, 389.



Tipo A 7-opi Ry = CgHsCO,; TS=R,= Gy Ry = COCH,
Tipo B Ry=R,= CgMg Ro= CgHsCO; Ry=H

TipoC Ry=R;=CgHg; Ry=Chy Ry = CgHsCO

CsHg = 3-metil-2-butenil, CgHsCO= benzoil

Figura 5. Compostos exiraidos das resinas florais de Clusia.

Os dleos florais nao volateis sdo outra recompensa coletada principaimente
por abelhas e s&o encontrados em alguns géneros de dez familias de plantas
(iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae, Orchidaceae, Scrophulariaceae,
Curcubitaceae, Gesneriaceae, Primulaceae, Melastomataceae e Solanaceae). As
abelhas coletam estes dleos que misturados com néctar e pélen séo utilizados
para a alimentagdo das larvas, assim como na construcdo de células
impermeaveis®™. Os principais constituintes s3o: esterdides, acidos e ésteres de
cadeia longa, alcanos e acilglicersis®. Nosso grupo de pesquisa fez um intensc
estudo dos constituintes dos oOleos de espécies do género Oncidium

{Orchidaceae)™.

O pdlen, além de carregar o gameia masculino também é uma fonte de
alimento. Todas as larvas de abelhas dependem do pdlen como fonte de proteinas
e lipidios. As abelhas se distinguem de outros insetos por possuirem pélos onde
os graos de pdlen aderem e sdo transportados. Oufros animais também se

utilizam do pélen, incluindo besouros®, mariposas primitivas, borboletas do género

% Buchmann, S.P.; Ann. Rev. Ecol. Syst.1987,18, 343.

% Reis, M.G., de Faria, M.D., Amaral, M.C.E., Marsaioli, A.J., Tetrahedron Lett
2003, 44, 8519.

°2 Reis, M.G.; Pansarim, E.R.; da Silva, U.F.; Marsaioli, A.J.: Arkivoc 2004, 6, 103.
% Rickson, F.R.; Cresti, M.; Beach, J.H.: Cecologia 1990, 82, 424.



Heliconius, aiguns marsupiais @ morcegos. A composicdo quimica basica do polen
€. aminoacidos e proteinas em média com 16-45% do polen seco, mono e
dissacarideos (glicose, frutose e sacarose) de 4-10% e lipideos 1-20%. Além
destes sac encontrados também os carotenos que conferem a cor ao polen e
compostos volateis que conferem um aroma acentuado ac mesmo. Variacdes

destes constituintes ocorrem tanto qualitativamente quanto quantitativamente.

1.2 Relacdes entre os insetos

Ouira relagao ecoiégica importante é a relacéo entre os insetos, esta pode
ser interespecifica (entre individuos de espécies diferentes) e intraespecifica
{entre individuos da mesma espécie), sendo mediadas por substancias chamadas
de semioguimicos. O estudc destes compostos tem despertado grande interesse
da quimica e da entomologia desde a década de 50. Vale a pena destacar que
nem sempre uma anica substancia é a responsavel pelo comportamento e sim
uma mistura de componentes que agem de forma sinérgica, cada um deles
desempenhando um papel que em conjunto com outros provoca o efeito final,

Os feromébnios (do grege: Pherein = carregar € horman= estimular) sao os
compostos que mediam as interagdes intraespecificas de comunicacéo entre os
individuos, enquantc os aloménios s&o responsaveis pela comunicacéo entre os
individuos de espécies diferentes.

Um exemplo da acdo dos feroménios &€ em Apis melifera, onde a rainha
produz o acido S-ceto-2-frans-decendico em suas glandulas mandibulares que
inibe o desenvolvimento de ovarios nas operarias™,

Em Dendroctonus brevicomis (um coledptero que ataca espécies de Pinus)
a fémea penetra na arvore e produz um feroménio, a exo-brevicomina, gue
juntamente com © mircenoc liberade pelo hospedeiro (arvore), atrai os machos. Os
machos produzem entdo, outro composto, a frontalina, que sinergiza os dois
compostos anteriores, provocando a atragdo de ambos os sexos. Apds a cdpula,

** Czeczuga, B., Apidologie 1981, 12, 107.



verbenona e lrans-verbenol s&o liberados para impedir a atracdo de novos

individuos, estabilizando a populagso destes individuos na planta®™.

exo-brevicoming frontalina verbenona frans-verbeno mircens

Entre os alomdnios encontramos uma série de componentes que mediam
as inferacgbes entre plantas e os polinizadores, onde a flor emite compostos que
sinalizam a presenca de alguma recompensa.

A comunicacao entre os seres vivos € controiada por uma série de fatores
fisiologicos e do ambiente. Diversos fatores fisiologicos podem agir
simultaneamente, determinando a ocorréncia e magnitude da produgic e
fiberagdo de compostos, bem como a resposta do individuo a estes composios
quimicos.

A intensidade de luz, especialmente em virtude das flutuagdes diarias,
controla a hora de atividade do inseto em relacdo ao feroménio, assim como os
insetos dependem de uma determinada variagdo de temperatura para o seu
desenvolvimento e reprodugdc. A comunicagdo também depende da velocidade
de vento, sendo a ocorréncia de turbuléncias no ar, um fator prejudicial na
dissipacéo e conseqliente deteccéo do odor,

Embora os feroménios/alomonios sejam, geraimente, substancias guimicas
simples, um s6 feromdnio normaimente € uma mistura de varios componentes.
Num s6 reservaiério de uma gléndula, que na maioria dos insetos s6 pode ser
visualizada com auxilio de uma lupa, podem existir mais de 30 componentes,
tornando laborioso o estudo completo da elucidacdo da mensagem quimica e de
seu significado ecoldgico.

Um estudo interessante foi realizado com a formiga Oecophylia longinoda,

que constréi seus ninhos com folhas verdes, usando para tanto, as suas larvas

% Kumar, D.N_; Rao, B.V.; Ramanjaneyulu, G.S.; Tefrahedron: Asymetry 2008, 16,
1611.
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gue possuem uma secregdo gue une as folhas umas as ouiras. Possui seu
territéric marcado guimicamente e ataca colénias de oufras espécies e da mesma
espécie. Seu sistema de alarme, bastante eficiente, conta com guatro glandulas,
uma das quais € a glandula mandibular, que contém mais de frinta compostos, dos
guais somente quatro desempenham pape! direto no sistema de alarme. Estes
compostos apresentam alta, mas diferenciada volatilidade; e a manifestacac das
atitudes depende da liberacio de cada substancia na mistura. Assim, o hexanal
apresenta ac&o nas operarias verificando-se um aumenio na locomocdo (rapidas
corridas), mudancgas de direcdo, ostentacdo das mandibulas abertas e antenas
levantadas. O 1-hexanol emite informacGes as operarias sobre a diregdo a ser
seguida. As substancias: 3-undecanona e 2(Z)-octenal, liberadas nesta ordem,
provocam atracdo até a fonte do estimulo e disposicao para mordidas™.

Pelo exposio podemos verificar a compiexidade dos estudos dos
compostos envolvidos nas relacées ecologicas entre os inseios, no entanto as
técnicas analiticas tém colaborado com este estudo gue € muitc Gtil para o
controie de pragas evitando assim o uso de inseticidas gue possuem impacios
ecologicos altos e toxidez cumulativa no solo € nos alimentos.

Nosso grupo esta ingressando no estudo destas relagbes ecologicas de

insetos com ¢ desenvolvimento deste trabalho.

1.3 Métodos para deteccao de atividade de compostos em insetos

Ao estudarmos uma relacao ecoidgica normalmente encontramos uma
série de compostos que fazem parte dos extratos de plantas e insetos, entretanto
nem todos os compostos enconfrados nestes exirates estao envolvidos na relacao
ecolégica. Para determinarmos qual (is) o (s) composto (s) ativo (s) dispomos de
diversos bioensaios que iremos discutir brevemente nos proximos paragrafos.

A primeira etapa para quem quer realizar um bioensaio é determinar

gual é o comportamento que se quer avaliar, normalmente esta escolha se da pela

* Bradshaw, JW.S.; Baker, R.; Howse, P.E.; Higgs, M.D.; Physiol.l Ent. 1979, 4,
27.
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observac&c comportamental do inseto livie na natureza. Feito isto € necesséario
tracar um procedimento padrac levando em conta todos os fatores internos e
externos que podem afetar o experimento. Também € importante selecionar
métodos estatisticos que padronizarao os dados coletados.

Outro fator decisivo € escolher quais as amosiras que serdo “oferecidas”
ao inseto (extratos, compostos puros, efc), esta escolha € muito imporiante, pois é
um dos fatores que influencia a escolha da metodologia a ser utilizada.

Os ensaios com composios volateis envolvem principalmente os
olfatdmetros e os taneis de vento, sendo o olfaidmetro uma versdc mais
sofisticada do tunel de vento. Nao exisiem equipamentos comerciais, podendo
assim, ser construidos de diversas formas. O tlnel de vento (Figura 8b) pode ser
construido com uma caixa que pode chegar a 2-3 m de comprimentc € a amostra
pode estar contida em um papei de filiro onde o vento de um ventilador arrasta os
volateis e observa-se se o inseto € atraido em dire¢do ao mesmo. O olfatdmetro
em “Y” & um dos mais comuns (Figura 6a). Um tubo de vidro em Y € conectado
por uma das saidas a uma bomba de vacuo e as duas outras saidas sao utilizadas
para a amostra a ser testada e para o controle do experimento, o inseto €
colocado no inicio do tubo e verifica-se se 0 mesmo se move em diregao a via
onde o ar estd arrastando os volateis da amostra, ou do controle, ou se nao
provoca nenhuma mudanga. Possui uma desvantagem, pois o inseto n2o pode
voar e isto pode ser um fator limitante® .

Estas duas metodologias dependem da observacdo do comportamento
do inseto frente ao estimulo, sendo ¢ Homem o observador, para gue possamos
determinar as substancias ativas de um extrato devemos realizar este experimento
com os extratos e repeti-io com as substancias puras até que se possa determinar
gual a responsavel por aquele comportamento.

Existem modificacdes deste método, além de outros métodos que
também utlizam © poder de observagdo humano. No entanto, as técnicas
eletrofisiolégicas fogem deste contexto e serao discutidas a seguir.

> Millar, J.G.; Haynes, KF.; Methods in Chemical Ecology, vol.1, Library of
Congress Cataloging-in Publication Data, 1998.

12



Figura 6. a) Olfatémetro em “Y” e b) Tunel de vento.

As tecnicas eletrofisiologicas t8m sido utilizadas para identificar os
semioguimicos, particularmente de insetos, cujos receptores sao acessiveis. Entre
estas tecnicas esta o detector por eletroantenografia (EAD) que utiliza os
receptores encontrados nas antenas dos insetos.

O EAD foi originaimente desenvolvido por Schneider®®*® que descobriu
que haviam pequenas flutuacdes elétricas entre a base e a ponta da antena de um
inseto quando esta era estimulada com feroméneos. Seu primeiro estudo foi medir
a resposta eletrofisiolégica de machos do bixo da seda frente aos compostos
volateis da glandula sexual feminina. O método foi aperfeicoado e hoje existem
aparelhos comerciais disponiveis. O método esta baseado na utilizacdo da antena
dos insetos que possui sensilas olfatérias (Figura 7) que estao ligadas a células
receptoras e axbnios e que quando excitadas por compostos ativos causam um
impulsc elétrico que pode ser medido.

%8 Schneider, D.; Experientia 1957, 13, 89.
¢ Schneider, D.;.; Z. Vergl. Physiol 1957, 45, 405.
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Figura 7. Antena de inseto e os detalhes das células receptoras.

Para medir a resposta, as antenas sdo conectadas a dois eletrodos (Figura
8a) com ajuda de um gel condutor @ a amostra € aplicada com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur que contem papel de filtro embebido com a amostra contendo
os possiveis compostos ativos pela qual passa ar umedecido (Figura 8b}.
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Figura 8. a) Antenas de inseto conectadas a eletrodos com auxilio de gel condutor,
b} esquema da aplicagdo da amosira sobre a antena.

Este sistema esta acoplado a um amplificador e este, a um computador
onde os dados s&c armazenados, ap6s varias repeticbes do experimento os

dados recebem tratamento estatistico adequado para que se possa determinar se
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a amosira € ativa ou ndoc. Iniciaimente s@o utilizados extratos, portanic, uma
resposta indica que um ou mais componentes da mistura s3o ativos, no entanto
ndo & possivel determinar qual (is) dele(s) é (so) responsavel (is) por esta
atividade. Para resolver este problema existem duas alternativas: a primeira delas
€ a utilizacdo de padrbes de compostos que fazem parte da constituicdo do
extrato, a oulra € acoplar o EAD a um cromatégrafo que fard a separacéo dos
constituintes dos extraios que separados serdo submetidos a antena (CG-EAD).
No segundo metodo a amosira é dividida ao final da coluna cromatografica entre
dois detectores: o FID (detector de ionizacdo por chama) e o EAD, permitindo
assim que se possa obter tanio o cromatograma quanto o eletroantenograma
(Figura 9), podendo assim determinar as posigdes dos compostos ativos. Este
método € o mais ulilizado, pois os exiratos sdo complexcs e muitas vezes
constituidos por moleculas quirais nZo disponiveis comercialmente e que séo
separadas e apenas o (s) constituinte (s) ativo (s) podem ser posteriormente
sintetizados de forma conveniente diminuindo o custo do processo.

Na Figura 9 pode-se visualizar um cromatograma do extrato hexéanico de
uma flor de Ophrys speculum e um eletroantenograma de antenas de machos de
Capsoscolia ciliata onde os compostos ativos s3c agueles que apresentam
deflexdes negativas no EAD (n®*1,2e 7) %°.

~a FID
~EAD

Figura 8. Exemplo de um cromatograma e eletroantenograma.

O EAD e o CG-EAD sao métodos que detectam compostos ativos, no
entanto naoc determinam qual comportamento gue mediam. Para que se tenha

este dado é necessario que se procedam experimentos com o inseto vivo frente
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aos padrGes utilizando o poder de observacio humanc e registrandc o
comportamente fotograficamente ou através de imagem de video.

1.4 Objetivos gerais deste trabalho:

Nosso grupo vem trabalhando com a ecologia quimica ha algum tempo, ja
foram realizados diversos trabalhos envolvendo este tema, principalimente em
duas familias de plantas: Orchidaceae & Clusiaceae. Na familia Orchidaceae
foram realizados estudos dos constituintes volateis de diversas espécies de
orquideas onde foram identificados como uma mistura de mono e sesquiterpenos,
aromaticos, derivados de 4cidos graxos, entre outros®™®. além de estudos de
recompensas fiorais na forma de dleos fixos de orquideas da subtribo Oncidiinae,
estes permitiram a identificac@o de hidrocarbonetos, triterpenos, ésteres, diacil e
triacilglicerdis.

Este trabalho € mais uma etapa de um estudo interdisciplinar com
pesquisadores do Instituto de Biologia da Unicamp e de outras universidades
federais (UFU e UFSCar). Para o melhor entendimento, dividimos as discussdes
em {rés capitulo, que possuem os seguintes objetivos gerais para este estudo:

- investigar a quimica da polinizagao de orquideas da subtribo Maxillariinae
- Capituio 2,

- determinar a composicao quimica do néctar de Spathodea campanulata
(Bignoniaceae) - Capituio 3;

- estudar a modificag&o quimica provocada por uma relagéo ecolégica entre
duas espécies de abelhas sem ferrao (Meliponinae)- Capituioc 4.

As justificativas para a escolha destes temas serfio apresentadas nos trés
capitulos correspondentes.

% Reis, M.G., A contribuigdo da quimica para o estudo de Orchidaceae e seus
polm;zadores Dlsseﬁagao de Mestrado, Unicamp, 2000.

Silva, U.F., Moléculas orgénicas voiatels papel das mesmas em ecologia
quimica, caminhos de fragmentacdo em espectrometria de massas e sintese,
Tese de Doutorado, Unicamp, 2001.
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2 QUIMICA DA POLINIZACAC EM MAXILLARINAE

2.7 Introducéo

O fascinio pelas orquideas foi registrado ha muitos séculos, onde
Theophrasius e Carolus Linnaeus foram os pioneiros no estude destas plantas. O
filosofo grego Theophrastus (372-287 a.C.) e seu discipulo Aristoteles usaram pela
primeira vez 0 termo “orchis” em seu tratado "Phyfclogy’ para descrever
tubérculos subterraneos de orquideas do mediterraneo com a forma de testiculos.
No primeiro século d.C. o medico Dioscorides em seu tfratado medicinal "Materia
Medica" descreveu o use de crguideas com poderes afrodisiacos. No meic do
século XVIli Carolus Linnaeus ndo s6 estabeleceu o género Orchis, como
estendeu a aplicagio deste nome para uma nova familia de plantas.

A familia Orchidaceae faz parte das monocotiledéneas, abrangendo cerca
de 7% das Angicspermas, sendo considerada uma das maiores familias deste
grupo. De acordo com a classificacdo de Dressler®, a familia Orchidaceae é
dividida em cinco subfamilias: Apostasioidae, Cypripedioideae, Epidendrcideae,
Spiranthoideae e Orchidoideae. A familia apresenta mais de 19.000 espécies
distribuidas peloc mundc, com sua maior diversidade nos tropicos, sendo o Brasil
um pais com um grande numero de espécies (cerca de 100). Embora sejam
encontradas em locais situados entre o nivel do mar e 4000 m de altitude, as
crquideas sdo mais numerosas na faixa que se situa entre 500 a 2000 m acima do
nivel do mar. Estdo distribuidas em todos os continentes, com excecgéo do Artico e
Antartico e 94-895% estdo concentradas nos Tropicos. Possuem uma variada
morfologia com flores de varias cores, formatos, aromas e tem conquistado um
espago privilegiado como plantas ornamentais com espeécies nativas e hibridas. A

maioria das espécies sdo epifitas®, porém existem espécies rupicoias®,

®2 Dressler, R. L., Phylogeny and classification of the orchid family. Dicscerides
Press, Portland, Oregon. 314 pp, 1993.

%3 Vegetal que vive sobre outro sem retirar nutrientes, apenas apoiando-se nele.
5 Que vive nas rochas.
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terrestres, palustres® e saprofiticas®. As fiores so muito apreciadas por sua
beleza, sendo polinizadas por mariposas, abelhas, vespas, moscas, borboletas e
passaros,

A morfologia bésica das orquideas é constituida de 3 sépalas, 3 pétalas,
sendc uma diferenciada, mais colorida e que & chamada de labelo. O poien
encontra-se em forma de esferas aglomeradas que so chamadas de polinario
(Figura 10). Algumas espécies possuem polinizagéo direta ou autopolinizagdo, no
entanto outras sofrem polinizagdo indireta ou cruzada, mediada pelos agentes
polinizadores, que exercem um papel importante na especiacdo das plantas
floriferas. A familia Orchidaceae é tida como uma das mais evoluidas no que se
refere &s estratégias utilizadas para atragdo do polinizador.

Figura 10. Estrutura floral basica de uma orquidea.

Algumas orquideas possuem um aroma expressivo e que pode estar
relacionado com a atrag8io e selegdo dos polinizadores. O levantamento mais
completo com volateis de Orchidaceae foi realizado por Kaiser®, que colstou
amostras de mais de 100 espécies de orquideas de géneros diferentes, obtendo

® Que vive em pauis e lagoas.

& Vegetal, superior ou inferior, desprovido de clorofila, como certas orquideas, que
se nutre de animais ou vegetais em decomposicéo.

5 Kaiser, R.; The scents of orchids: offactory and chemical investigations: Editions
Roche, Basel 1993,
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assim um vasto arguivo de compostos desta familia de plantas, no entanio n3o
realizou nenhum estudo da importancia destes composios para a polinizacao.
Recentemente uma nova espécie de orquidea recebeu o nome de Coryanthus
kaiseriana G. Gerlach, em homenagem ao seu estudo em aromas de orquideas®,
o pesquisador & diretor da unidade de aromas naturais da empresa Givaudan,
renomada em pesquisa de compostos para perfumaria.

Um fendmeno raro e interessante que demonsira a capacidade de atracao
do polinizador ocorre no género Ophrys onde ocorre mimetismo sexual®™. O
polinizador, machos de abelhas ou vespas, apresenta um comportamento descrito
como “pseudocopula” com o labelo da flor, que possui uma morfologia de modo a
parecer com a fémea. Uma revisdo de 1990 traz o estudo quimico de 30 espécies
de Ophrys tanto dos volateis obtidos por coleta dindmica quanio do exiraio
hexanico da flor, contém também estudos etoldgicos e de cromatografia gasosa
acoplada a eletroantenografia.”® Estes estudos revelaram complexa constituigio
qguimica dos volateis emitidos pela planta e dos extratos hexénicos da fior. Os
compostos presentes no extrato do iabelo foram identificados como uma série de
alcanos de cadeia normal e aicenos (constituinies principais), além de aldeidos,
acidos carboxilicos e ésteres de cadeia longa, enquanto que nos volateis foram
identificados uma série de mono e sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres e
acidos. Considerando que a atracdo sexual € dos machos os pesquisadores
investigaram as secrecdes das glandulas das rainhas virgens destas espécies.
Esta investigacao demonsirou que alguns composios encontrados nos volateis
das orquideas foram encontrados também no exirato cefalicc das rainhas e
constituintes encontrados no extrato hexénico das flores foram também
identificados na cera de rainhas.

A acic dos compostos sobre os machos foi estudada através de
cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia e confirmados através da
exposicéo dos machos aos extratos. Observou-se entdo gque o comportamento de
copula ocorre apenas com extrato da cera da fémea e do labelo da flor e que os

 Chemical & Engineering News de 15 de dezembro de 2003, pagina 12.
5 Wolf, T.; Oikos 1950, 2, 20.
® Karin, A.; Karlson, B.; Phytochemistry 1990, 29, 1359.
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voldteis sdc apenas responsaveis pela atragio a longa distancia”' 72 Os estudos
revelaram tambem que a visita dos polinizadores cessa assim que a polinizacdo
se realiza esta observagdo levou ac estudo dos volateis emitidos pela flor e do
exiraio do labelo apds a polinizacdo revelando um decréscimo de producdo de
compostos ativos identificados anteriormente e um acréscimo de produgdo de
outros compostos, estudos da aclio destes compostos frente ao polinizador
revelaram sua acgdo repelente”.

Outra estratégia utilizada para atrair o polinizador s30 as recompensas
florais como: Odleos voldteis e aromaticos (subtribos Stanhopeinae e
Catasetinae)’®, néctar, pélen, dlecs nao volateis. Os dleos ndo volateis de
orquideas da subtribo Oncidiinae foram extensivamente estudados em nosso
grupo e revelaram em sua constituicao di e triaciiglicerdis, acidos graxos, alguns
triterpencs e hidrocarbonetos’®.

A presenga de ceras no labelo e sua coleta por abelhas foram verificadas
na subtribe Maxillariinae, sua fungéo ainda n&o foi descrita e os constituintes
quimicos sdo alvo do nosso estudo.

2.1.1 A subtribo Maxillariinae

A subtribo Maxillariinae corresponde a aproximadamente 472 espécies de
orquideas de distribuicdo exclusivamente neotropical. No Brasil ocorrem cerca de
100 espéecies, sendo pelo menos metade delas exclusivamente brasileiras’®. Fsta
subtribo esta dividida em sete géneros: Maxillaria, Scuticaria, Cryptocentrum,
Cyrtidium, Mormolyca, Sepalosaccus, Trigonidium. Apesar deste grupo possuir

™ Schiestl, F.P.; Ayasse, M.; Paulus, H.F.; Lostedt, C.; Hansson, B.S.: ibarra, F.:
Francke, Nature 1999, 399, 421.

"2 Schiestl, F.P.; Ayasse, M.; Paulus, H.F.; Léstedt, C.; Hansson, B.S.: Ibarra, F.;
Francke, W.; J. Comp. Physiol. A. 2000, 186, 567.

7 Schiestl, F.P.; Ayasse, M.; Oecologia 2001, 126,:531.

" Braga, P.I.; Acta Amazonica 19786, 6, 433.

*® Reis, M.G., de Faria, A.D., Bittrich, V., Amaral, M.D.E., Marsaioli, A.J., J. Braz.
Chem. Soc. 2000, 11, 600.

’® Pabst, G.F.J.; Dungs, F.; Orchidaceae brasiliensis 11, Hildesheim, Briicke-Verlag
Kurt Scmersow, 1977.
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flores bastante semelhantes quanto a sua estrutura basica, elas parecem
apresentar uma grande variedade de fragrancias florais e de recompensas florais,
tais como: ceras, resinas, néctar, pélen e compostos aromaticos diversos.

Com respeito acs volateis de Maxillariinae, Kaiser estudou os emitidos por
cinco espécies desta subtribo, sendo Maxillaria picta a Unica espécie brasileira.
Em sua analise podemos verificar que os compostos encontrados seguem uma
rota biossintética mista, predominando em algumas a rota do acido chiquimico,
engquanto que em outras predomina a rota do acetato. Foram encontrados em
todas as especies: 6-metil-5-hepten-2-ona, n-nonanal, n-decanal, o-copaeno,
imoneno e a-pinenc.

A primeira referéncia com respeito a ocorréncia de ceras no labelo foi feita
por Braga (1977) em espécies amazbnicas do género Maxillaria polinizadas por
vespas que coletam essas ceras’ .

A constituicZo quimica das ceras de Maxillaria cerifera, M. notyoglossa e M.
acuminafa, todas da mesma alianca (M. acuminata) foi estudada por métodos
histoquimicos e revelaram similaridade na composigdo, sendoc compostas por
lipidios e proteinas’®. Esta afirmagio & muito abrangente, pois a definicdo geral
para lipidios €. “compostos de origem biolégica que dissolvern em solventes
apolares como cloroférmio e éter etilico” . Varias classes de compostos
organicos podem satisfazer esta condicao: triacilglicerdis, acidos de cadeia longa
(acidos graxos), terpenos e terpendides, esterdides, prostaglandinas, fosfolipideos
e ésteres de cadeia longa.

A taxonomia das espécies centroamericanas e andinas da subtribo

Maxillariinae tém sido estudada em profundidade®, mas ainda ndoc existe uma

" Braga, P.L.S., Acta Amazénica 1977, 2, 80.
8 Davies, K.L.; Turner, M.P.; Greg, A.; Ann. Bot. 2003, 9, 439.
™ Solomons, G.; Fryle, C.; Organic Chemistry, John Wiley & Sons, inc.: vol. 7,

1142, 2000.

° (a) Atwood, J. T. Selbyana 1998, 10, 76.(b) Atwood, J. T., Orchids of Costa Rica,
Part |. lcones Plantarum Tropicarum. 14, 1989.(c) Atwood, J. T., Lindleyana 1993,
8, 25. (d) Atwood, J. T., Lindleyana 1994, 9, 227. (e) Aitwood, J. T., Maxillaria as a
subset of the Costa Rican Qrchid Flora. Pp: 328-331. In C.E.B. Pereira (Ed.);

21



revisdo integral das espécies brasileiras de Maxillarinae, embora alguns
agrupamentos foram estudados por Brieger®, com base apenas em caracteres
vegetativos. Um amplo estudo da filogenia de espécies de Maxillariinae esta
sendo realizado por dois grupos, um brasileiro do IB da Unicamp e outro da

Universidade da Fldrida baseado em caracteres genéticos de seglenciamento de
DNA,

2.1.2 O fendmeno de pseudocdpula

Na fribo Maxillariinae o fendmenc de pseudocépula é relatado para duas
espécies que s8o objeto de nosso estudo, sdo elas: Mormolyca ringens e
Trigonidium obtusum.

Ja gue estamos falando de pseudoctpula do polinizador com a flor vamos
falar sobre os polinizadores. Estas orguideas s@o polinizadas por abelhas da
subfamilia Meliponinae (ordem: Hymenoptera, familia: Apideae)} que sao
conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo, por possuirem ferrbes atrofiados
sendo, portanto, incapazes de ferroar. Sao agrupadas em trés tribos: Trigonini,
Meiiponini e Lestrimelitini. Meliponini é formada por apenas um género: Melipona,
encontrado apenas na regido Neotropical (América do Sul, Central e llhas do
Caribe) enquanto que Trigonini agrupa um grande nimero de géneros e esta
distribuida em toda a area de disfribuicao da subfamilia. Todas as espécies de
Meliponinae s&@o eusociais, ou seja, possuem divisdo em castas. As colbnias s&o
constituidas por muitas operarias (centenas até uma centena de milhar,
dependendo da espécie) que realizam as tarefas de construgio e manutencao da
astrutura fisica da colbnia, coleta e processamentc do alimento, cuidado das crias
e defesa. S&o constituidas, também por uma rainha responsave! pela postura de
ovos que vao dar origem as fémeas (rainhas ou operarias) € a pelo menos, uma

parte dos machos (que em ailgumas espécies podem ser filhos de operarias). Os

Proceedings of the 15th World Orchid Conference, Rio de Janeiro. Naturalia,
Turriers, France, 1997. () Atlwocd, J. T., Selbyana 1998, 19, 254.
& Brieger, F. G.; Botanische Jahrb. 1977, 97, 548.
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machos sdo produzidos em grande namerc em certas épocas do ano e podem
realizar algumas tarefas dentro da coldnia, além de fecundarem a rainha, durante
o vOo nupcial. Normalmente, alguns dias apds emergirem as novas abelhas, séo
expulsos da colméia. Sua comunicacio é bastanie avancada e baseada na
emissdo de compostos volateis, utilizados para sinalizar perigo, alimento, sexo
oposto, gue podem ser sentidos a longa distancia e também compostos que sfo
liberados por glandulas como as de cera que sao utilizados para construgéo de
ninhos, como umectanie do exoesqueleto, alem de outras funcbes que serdo

discutidas mais tarde. A Figura 11 é de uma abelha com suas gidndulas principais.

gléndula de cera

I,

glandulas
hipofringeais

g antens
abdamen tora

cabeta  glandulas

giéndﬂlaa de mandibulares

Dufour glénduis labiais

Figura 11. Abelha com a representacéc de suas glandulas principais.

Discutiremos agora o fendnemo de pseudocdpula nas duas espécies de

Maxiliariinae em estudo.
2.1.2.1 O fendbmeno em Mormolyca ringens
Mormolyca ringens nac oferece nenhum tipo de recompensa para 08

polinizadores e atrai um grande namero de machos que apresentam um

comportamenio de copula com o labelo, comporiamento este que cessa quande a
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flor & polinizada. Os polinizadores foram identificados como sendo machos de
abelhas sem ferric da tribo Meliponini: Nannotrigona testaceicomis e
Scaptotrigona sp.

Nannotrigona testaceicornis possui aproximadamente 4 mm e sua
distribuigdo geogréfica abrange um imenso territério de clima fropical que se

estende do Norte do Parana até os Fstados Unidos da América. O fendbmeno da
polinizagéo esta representado na Figura 12.

Figura 12. Polinizacdio em Mormolyca ringens: A) machos de N. testaceicornis
disputando o labelo de M. ringens, B) macho de N. testaceicornis tetirando o
polinario; C} macho chegando & outra flor com o polinario; D) macho com polinario
aderido no escutelo e E) macho de N. testaceicomis copulando com a superficie
do labelo. Fotografias cedidas pelo Dr. Rodrigo B. Singer.

Cutra espécie que poliniza M. ringens é Scaptotrigona postica (Apidae,
Meliponinae) também uma abelha sem ferrdo, no entanto maior que N
testaceicomis. A composic&o quimica dos volateis cefalicos desta especie ja foi
estudada® e um interessante resultado foi obtido acerca da produgdic destes
volateis e a atratividade da rainha. Enquanto a rainha virgem produz altas
concentragBes de aicoois com a hidroxila na posicdo 2, apds 10-12 dias as
mesmas produzem adicionalmente também altas proporgbes dos produtos de
oxidagdo destes compostos (cetonas) apresentando-se ainda atrativas. No
entanto, apods a fecundacfo, as rainhas produzem aitas concentracdes de ésteres

® Engels, W.; Engels, E.; Francke, W.. Invert. Reprod. and Develop. 1997, 30,
251.
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e n@o s&o mais atrativas para os machos. Observou-se também que rainhas muito
novas e muito velhas produzem altas concentragbes de acidos carboxilicos que
funcionam como repelentes.

2.1.2.2 A polinizacéo em Trigonidium obtusum Lindl

T. obtusum e polinizada (Figura 13) por machos de Plebeia droyana
{Apidae, Meliponinae) que apresentam comporiamentc de psaudocdpula com a
flor. Borg-Karlson e Tengo® afirmaram gue os insetos sdo atraidos pela estrutura
do labelo que imita fémeas de Hymenoptera e pelo aroma que pode mimetizar o
feroménio feminino destas abelhas.

Figura 13. Polinizaggo em T. obtusum pelos machos de P. droyana.A) machos

sobrevoando a flor, B) machos em contato com a flor, C) macho saindo da fior, D)
macho com comportamento de cépula com a flor, E) macho com o polinario
aderido no escutelo saindo da flor, F) macho com o polinario.

Esta planta ¢ visitada em abundéncia por estes machos e nenhum outro
inseto participa de sua polinizag&o nos locais observados até o momento. A visita
cessa quando a flor € polinizada.

2.2 Objetivos deste capitulo:
Estudos realizados pelo Dr. Rodrigo B. Singer e a doutoranda Samantha

Koehier (IB- Unicamp) demonstraram que em termos de estratégia de polinizacao
as orquideas da subtribo Maxiliariinae podem ser divididas em trés grupos:

%3 Borg-Karlson, %K., Tengo, J.; J.f Chem. Ecol. 1986, 12, 1927.
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- as que apresentam aroma acentuado e gque ndo oferecem recompensa
para o polinizador;

- as que provocam comportamento de copula pelo polinizador e que nfo
possuem material para ser coletado pelo mesmo;

- as gque nac apresentam aroma acentuado mas oferecem material que €

coletado pelo polinizador.

Desta forma foi objetivo desta parte do trabalho o estudo de orquideas

pertencentes aos trés grupos acima citados, ficando assim dividido:

- estudo dos volateis de 16 espécies que nio possuem recompensa;

- estudo da quimica envolvida no fenémeno de pseudocdpula;

- estudo da constituicdo quimica da recompensa de algumas espécies de
Maxillariinae.

2.3 Discussio dos resultados

2.3.1 Anélise dos volateis

Analisamos 16 espécies de orquideas da subtribo Maxillariinae (Figura 14)
que nao apresentam material para a coleta do polinizador e discutiremos sua
composicao a seguir. Todas estas flores sdo pequenas, medindo de 1 a 3 cm de
tamanho em seu didmetro maior e as plantas estdo cultivadas no institute de
Botanica de Sao Paulo (S&o Paulo ~ SP), no orquidario da Escola Superior de
Agricuitura Luiz de Queiroz (Piracicaba — SP) e no Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (Campinas — SP).
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., Maxillaria Maxiliaria ubatubana Maxiflaria
Encyciia chrysantha

odoratissimsa

M. gracilis M. marginata T obtusum T. egertonianum

T. turbinatum  Mormolyca ringens M. leucaimata M. jenischiana

M. rufescens M. ocroleuca M. alba M tenuifoliae

Figura 14. Espécies de orquideas que tiveram sua fragrancia estudada.
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a) Estudo da metodologia adequada para a coleta dos volateis:

Realizamos uma primeira analise exploratéria a fim de avaliar qual o methor
metodo de coleta dos voldteis florais. Para isto, selecionamos Encyciia
odoratissima, uma orquidea que possui uma grande guantidade de fiores e
fragrancia facilmente detectada pelo oifato humano. Com o obijetivo de determinar
a constituicdo da fragrancia optou-se por fazer dois tipos de analise: uma
utilizando coleta dinémica e outra a injegéo de sélidos, com um injetor construido
em nosso laboratério®. No cromatograma de ions totais (C 1) obtido para estas
fragrancias florais foi verificada uma distinla composicdc quimica que foi
confirmada pela andlise dos espectros de massa, indice de reiencdo e
comparacdo com a literatura®.

No método da coleta dindmica devemos tomar cuidado com contaminagbes
do ambiente onde a planta se encontra, para remediar este problema sempre
realizamos uma coleta do ar do ambiente utilizando o mesmo polimero
adsorvente. Esta amostra é analisada e havendo coincidéncia com algum
composto encontrado na analise da flor, este é entdo descartado.

Curiosamente os compostos principais encontrados na anélise por injecao
de solidos foram: p-vinil-fenol (E 1, pg. 152), 2-metoxi-4-vinil-fenol (E 2, pg. 152) e
o &cide cinamico, que ndc foram encontrados por coleta dinamica. Alguns
compostos como: g-frans-bergamoteno (35% na coleta dindmica e 4,3% no
experimento de injeco de sdlidos), linalol e wcariofilenc foram encontrados nas
duas andlises. Na andlise por injecdo de sélidos foram detectados acidos graxos
de alto peso molecular e derivados do furfural.

% da Silva U.F., Borba E.L., Semir J., Marsaioli A.J.; Phytochemistry 1998, 50, 31.
® Adams, R.P.; Ildentification of essential oils by gas chromatography/mass
spectromelry, Allured Publications, illions, 1995.

b 4=



aj E04
EO2 :

=]

b}

passdsasrfannalraeatosd. .

§ i H e FEY

smmpe 10 % B pra

C 1. Cromatogramas de ions fotais da fragrancia de Encyclia odoratissima obtido
por: a) coleta dinamica e b) por inje¢ao de solidos em coluna HPS (30 m, 0,25 mm,
0,25um). Condigdes da analise: temperatura do forno de 50°C a 280°C(15 min) a
um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mL/min e temperatura do
injetor de 240°C.

Para descartarmos a possibilidade de erro na coleta do pedago da flor a ser
inserido no injetor de sdlidos, realizamos varias analises com pedacos diferentes
da flor (pétala, iabelo e sépaia), no entanto os resultados anteriores se
confirmaram. Uma das explicagdes para este faic € que na flor os compostos
volateis estdo na forma de precursores que sdo liberados lentamente ao ar, na
coleta dindmica sao coletados e concentrados no polimerc por varias horas e
entdo analisados, enguanto na injegio de sdlidos urmn pequeno pedaco € inserido
no injetor o que diminui muito a concentragdo destes compostos que ficam
mascarados por compostos fixos da flor ou artefatos {furfural e seus derivados) de

degradacao térmica de carboidratos®®,

8 gtaht, E.; Herting, T.; Chromatographia 1974, 7, 637.
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Tabela 1. Composigéo quimica da fragréncia de Encyclia odoratissima, obtida por
coleta dinamica e injeco de sodlidos. * compostos que ndo pessuem indice de
retencd@o na literatura, mas que apresentaram indice de similaridade na biblioteca
Wiley275 superior a 85%.

Composto ir ir % relativa % relativa
calculado | literatura | headpace/n® | injecdo sélidos/ n®
em T 1 emC 1
furfural 832 830 - 03
S-metil-furfural 980 962 - 0.1
frans-f-ocimeno 1053 1050 - 0,2
o-guaiacol 1083 1086 - 1,2
benzoato de metila 1090 1091 0,8 -
linalol 1102 1088 8 8/E01 07
benzenoetanoi 1110 1110 - 1.8
salicilato de metila 1191 1180 1.8 -
p-vinil fenol* 1225 - - 18,5/E06
5-hidroximetil furfural® 1235 - - 1.8
acetato de 4-gtil-fenila 1259 1256 21,0 /EQ2 -
indol 1287 1288 0,3 -
4-yinil-2-metoxi-fencl® 1317 - - 35,6/EQ7
cinamato de metila 1382 1379 - 0,5
wcariofileno 1404 1404 14,0/EQ3 25
a-trans-bergamotenc 1434 1436 35,0/EQ4 4,3/ EO8
acide cindmico 1440 1438 - 14,6/E09
cis-fHarneseno 1444 1443 1.2 -
a-humeleno 1455 1454 0.2 -
trans-p-fameseno 1458 1458 1,7 -
germacreno D 1480 1480 1,8 -
a-murcieno 1500 1490 0,2 -
a-bisaboleno 1504 1504 0.1 -
cis, cis-a-farneseno 1509 1508 11.5/E05 -
Aeurcumeno 1513 1512 0.5 -
Cis-y-bisaboleno 1516 1515 0,2 -
Feadineno 1524 1524 0.8 -
hidrato de 1544 1545 0,1 -
sesquisabinenc
ocidentalol 1548 1548 - g5
acido tetradecandico 1763 1762 - 1.1
acido hexadecanoico 1969 1965 - 1.0
ndo identificados - - 6,6 14,0/E010 ¢ EQ1H1
TOTAL 4100,0% 100.0%

*" Uobe, K.; Nishid, K.; tnoue, H.; Tsutsui, M.; J. Chomatography 1980, 193, 83.
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Considerandc que o objelivo do nosso projeto € a analise de compostos
envolvidos no fendmeno da polinizagdo, a obtencdo das amostras atraves de
coleta dindmica ou estatica (SPME) permite capturar os compostos que $30
liverados pela flor @ que podem estar atraindo os polinizadores. Como a maioria
das coletas foram realizadas nos orquidérios do instituio de Botanica de Sac
Paulo e da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, optamos pela coleta
dinémica onde as amostras sao dessorvidas do polimero adsorvente com o guxilio
de solventes e assim saoc transportadas em caixas contendo gelo seco. As colelas
realizadas no orguidaric do Instituto de Boténica da Unicamp foram realizadas
pelo mesmo método a fim de manter um padrao de analise.

b) Analise de volateis da alianca Maxillaria picta

Dentro da subiribo Maxillarinae encontramos uma divisdo gue & chamada
de Alianca. As orquideas M. picta Hooker, M. ubatubana Hoehne M. chrysantha
Barbosa Rodrigues, M. gracilis Loddiges e M. marginata Fenzl. fazem parie da
alianca M. picta. Estas orquideas sao epifitas e nao oferecem recompensas para
os polinizadores que sdo operarias de abelhas Trigona. As trés primeiras espécies
sdo confundidas guando visualizadas separadamente, pois séo morfologicamente
semelhantes. M. picta, M. gracilis e M. ubatubana sao exclusivamente brasileiras e
encontradas na Floresta Atlantica (ES, RJ, SP. SC, RS e MG), enquanto que M.
chrysantha & encontrada também no Suriname. J& M. marginata ¢ encontrada na
Colombia, Equador e Brasil (BA, RJ, SP, PR, SC, RS)®. Os volateis dessas
espécies foram coletados e analisados por cromatografia gasosa e identificados,
os resultados obtidos podem ser visualizados em C 2 e Tabela 2.

% pabst, G.F.J.; Dungs: F. ; Orchidaceae Brasilienses; Bricke-veriag 1877, Vol. |,
pg. 184
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C 2. Cromatogramas de ions totais dewfragréncias florais de espécies da alianca
Maxilaria picta, obtido por coleta dindmica, em coluna HP5 (30 m, 0,25 mm,
0,25um), temperatura do forno de 50°C a 290°C a um gradiente de 4°C/min, com

um fluxo constante de 1 mL/min e temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 2. Composicdo quimica dos volateis fiorais de Maxiliaria gracilis (MG), M.
marginata (MM), M. chrysantha (MC), M. picta (MP), M. ubatubana (MU).

MG%, MM% MC % | MP% | MU%
Composio e i imno | M°noC | In®no | /n°no | In°no
C2 2 C2 C2 c2
g-pinenc 235 930 - 0.4 - 58 2.4
benzaldeido 860 861 - - 2.5 - 2.1
g-metil-5-hepten- 989 985 1,3 | 2,6/MM1 - 1.1 0.1
2-ona
mesitileno 1000 994 0.8 0,8 - - -
n-octanal 1005 1001 - - - - 0,1
p-cimeno 1032 10286 0,2 - - - -
limoneno 1036 1031 0.2 | 9,0/ MM2 - - 0.1
1,8-cineol 1029 1033 - - - - 0,1
alcool benzilico 1036 1032 - - - - 0,3
fenil acetaldeido 1043 1043 - - 81,0 - 47 5/
MU
cis— f-ocimeno 1045 1040 0,2 - - - -
frans-f~ocimeno 1054 1050 | 30,3/ 1,3 - - 3,7
MG1
acetofenona 1673 1065 0,3 0,3 - - -
cis-6xido de 1071 1074 - - - - 0.1
iinalool
trans- 6xido de 1091 1088 0,3 0,5 - - -
linaloot
linalol 1102 1098 | 2.8/ 0,2 - 70,5/ 3,8
MG2 MP1
n-undecanc 1099 1100 - - 2,3 - -
n-nonanal 1104 1102 3,0 1,8/ MM3 - - -
alcool fenil etilico 1114 1110 - - 2,0 - 35,7/
MUz
naftalenc 1182 1179 3,0/ | 2,5/ MM4 - - -
MG3
a-terpineo! 1190 1189 - 0.6 - - 1,4
dodecano 1200 1200 - 0,8 - - -
n-decanal 1206 1204 | 49/ | 4,4/ MM5 - 2.6 0,3
MG4
S-elemenc 1338 1338 0.1 0.1 - - -
o-cubebeno 1350 1351 0.6 - - - -
a—ialangeno 1371 1372 0,2 - - - -
o-copaeno 1375 1376 5,7/ | 9,6/ MM§6 - - 0,2
MG5
B-elemeno 1392 1391 0,2 0,6 - - -
n-tetradecanc 1400 1399 G,7 3,8 - - -
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Continuagio da Tabelz 2

o-gurunenc 1410 1409 0,1 - - - -
cis-a- 1416 1415 0,3 0,4 - 1.1 -
bergamoteno
trans-cariofiieno 1419 1418 0,1 0.1 - - -
diidro-B-icnona 1428 - - - - 9.6/ -
MP2
B-gurjuneno 1432 | 1432 | 0.1 0,2 - - -
aromadendreno 1443 1439 0.1 0,1 - - -
cusimenc 1451 1447 - 0,1 - - -
acetona de 1456 1453 0,9 1.5 - - -
geranila
a-humulenc 1453 1454 0,1 - - - -
aloaromadendren 1461 1461 1,0 2.0 - -
o
y-muroleno 1477 1477 0.6 1.0 - - -
germacreno D 1480 1480 0,2 1.0 - - -
ar-curcumeno 1484 1483 - 1.9 - - -
a-selinenc 1495 1484 0,1 80,3 - - -
o-muroleno 1501 1499 1.7 2.0 - - -
(E E)-a-farneseno | 1510 1508 - 0.8 - - -
2 B-di-ferc-butil-4- 1514 1512 2,6 17,7/ 2,0 - -
metil-fenoli MM7
8-cadineno 1524 1524 9,7/ 11,6/ - 0,9 0,2
MG6 MMS8
a~-calacoreno 1544 1542 0.4 0,6 - - -
1-epi-cubenol 1628 1627 0,2 0,1 - - -
naoc identificados 26,3 22,0 0,2 8,4 1,8
TOTAL 100.0 1000 100,0 | 100,060 | 100,0

Roman Kaiser™, perfumista da empresa Givaudan®, jé estudou os volateis

de M. picta obtidos pelo métoda da coleta dindmica. Comparando os resultados

confirmamos a semelhanca apenas pela presenca de o-pineno, 6-metil-5-hepten-

2-ona, n-decanal e linalol. Na andlise de Kaiser o componente principal da

fragrancia floral é o estragol (42,5%), no entanto o mesmo ndo foi encontrado em

nossa analise, onde o linalo! predomina com 70,5%. Realizamos a analise em

triplicata com flores frescas ndo polinizadas, no entanto este composto nao foi

detectado em nenhuma das analises.

¥ R. Kaiser, The scents of orchids: olfactory and chemical investigations, Editiones

Roche, Basel, 1893,

34




Comparando os cromatogramas podemoes observar maior complexidade em
M. gracilis e M. marginata. Estes possuem em comum, naftaleno (3,0 e 2,9%), n-
decanal (4,9 e 4,4%), ocopaeno (5,7 e 9,8%), Fcadineno (8,7 e 11,6%), entre
outros compostos em menor concentracio. Estas espécies, no entanto, diferem
nos componentes principais o frans-g-ocimeno (30,3%) em M. gracilis e o 2,6-di-
ferc-putii-4-metil-tencl {17,7%) em M. marginata. Maxillaria marginata possui 9%
do aldeido n-nonanal, gue esta ausente em M. gracilis.

Em Maxillaria chrysantha, M. picta e M. ubalubana enconframos menor
complexidade. Enquanto em M. ubafubana e M. chrysantha encontramos altas
conceniractes de fenil acetaldeido (91,0 e 47,5%, respectivamente) em M. picta
ha 47,5% de linalol. Em M. ubatubana encontramos o alcool fenil etilico em alta
concentrag@c (37,5%), este também esia presente em M. crysantha em peguena
concentracdo (2%). Em M. picta encontramos 8,8% de diidro fionona, gue esta
ausenie nas oulras fragrancias. Quantc 2 rola biossintetica predominanie
enconiramos uma predominancia da via do acide chiquimico em M. chrysantha e
M. ubatubana, enquanto em M. picta e M. gracilis predomina a rota do acetato, em
M. marginata encontramos compostos provenientes tanto da rota do chiquimato
guanto do acetato, sem predominancia significativa de nenhuma.

0O 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol & citado na literatura como artefato, podendo
estar presente em mangueiras que fazem parie das conexdes do sistema de
coleta de volateis ou em tampas de frascos utilizados para armazenar a solucao
até a andlise. Como este composto foi encontrado em algumas de nossas analises
procedemos & analise por coleta dindmica por 8 horas, utilizando o mesmo
sistema de mangueiras e frascos de armazenamento de amostras. Apds
dessorcio e concentragdo da amostra e analise por CG-EM nao verificamos a
presenca deste composto na analise, sendc desta forma assumide como

constituinte dos volateis emitidos pelas plantas.

35



¢) Fragrancias de orquideas do género Trigonidium

Estudamos trés espécies de orquideas deste género: 7. obfusum, T,
egerionianum e 1. turbinatum.

Trigonidium obtusum Lindley (Orchidaceae: Maxiliarinae), € uma orquidea
terrestre polinizada por machos de Plebeia droryana (Meliponinae).

Trigonidium turbinatum Reichenbach f. é uma orquidea encontrada na
regido Amazdnica, na América Central, na regigo da cidade do Panamé e na Zona
do Canal e difere de 7. obfusum pela coloragdo arroxeada de suas folhas. Ja
Trigonidium egerfonianum Bateman ex Lindley foi enconirada no Meéxico,
Guatemala, Belize, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama,
Venezuela, Columbia e Equador, suas flores possuem um detalhe azulado.

As flores destas espécies apresentam aroma muito suave, guase
imperceptivel ao olfato humano e que persiste por poucas horas, cessando apos a
polinizacao, quando cessa também a visita do polinizador.

Observando os cromatogramas obtidos dos volateis dessas espécies (C 3)
pode-se perceber que a fragrancia floral de 7. turbinatum possui um maior nlimero
de componentes, onde temos compostos distribuidos por todo o cromatograma
enquanto na fragrancia de 7. obfusum encontramos apenas dois compostos e em
T. egerfonianum ha uma série de compostos concentrados no inicic do
cromatograma.
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C 3. Cromatogramas de ions totais da fragrancia floral de Trigonidium cof

turbinatum, 7. obtusum e T. egerfonianum, obtido por headspace dinamico, em
coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forne de 50°C a 290°C a

um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mL/min e temperatura do

injetor de 240°C.
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Tabela 3. Composicdo quimica dos volaieis fiorais emitidos por Trigonidium
obtusum (TO), T. turbinatum (TT) e T. egerfonianum (TE).(*= identificacdo pela
biblicteca Wiley 275 com confiabilidade maior que 95%).

Compostos ire in 7% 0% TE%
Fpineno 983 881 1.0 - -
&-metil-5-hepten-2- ity 985 78TT - 1,5
ona
mesitilenc 094 994 1.0 - 24,5 TE1
n-gecano 999 1000 - - 45
n-octanal 1005 1001 3.6/TT2 - 1,4
1,2 4-trimeiil benzeno | 1020 1023 - - 9 1/TE2
p-cimeno 1023 1026 0.8 - 2,5
limoneno 1036 1031 8,8 - 2.5
1,2-dietil benzeno™ 1047 - - - £.0/ TE2
frans-B-ocimeno 1054 1080 0.5 - -
1-gtil-2, 3-dimatil 1058 - - - 11,3/ TE4
benzeno®
acetofenona 1073 1065 04 - -
n-undecano 1099 1100 - - 7.8/ TES
n-nonanal 1103 1098 11,1/ 713 12,8 -
naftaleno 1182 1179 3,5 - -
n-godecano 1200 1200 - - 1,7
n-decanal 1206 1204 18,3/ TT4 - 5,7/ TE6
selemeno 1338 1338 0,1 - -
a-cubebeno 1350 1351 0,1 - -
a-ialangeno 1371 1372 0,4 - -
a-copaeno 1375 1376 11,0/TT5 - -
SFelemeno 1392 1391 0.4 - -
n-tetradecano 1400 1309 1,1 - -
cis-a-bergamoteno 1416 1415 c4 - -
aloaromadendreno 1461 1461 1,7 - -
»muroleno 1477 1477 1,0 - -
germacreno D 1480 1480 1.1 - -
ar-curcumeng 1484 1483 1,6 ~ -
frans —fFionona 1480 1485 0,3 - -
pentadecano 1500 1500 - 87,3 -
c-muroleno 1501 14908 2,8 - -
2,5-di-terc-butil-4- 1514 1512 25 - 8.7 TE7
rmetil-fenol
&cadinenc 1524 1524 12,0/ 776 - -
a-calacoreno 1544 1542 0,8 - -
1-epi-cubenol 1628 1627 0,1 - -
nao identificados 10,9 0,1 14,8
TOTAL 100,0 100,0 100,0
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Em T. turbinatum (Tabela 3) predominam os aldeidos n-nonanal e n-
decanal, além dos hidrocarbonetos insaturados a-copaeno e S-cadineno e também
a cetona 6-metil-5-hepten-2-ona, em 7. obfusum & possivel identificar o
hidrocarboneto saturado pentadecano que estd ausente nos demais volatsis e n-
nonanal. J& em 7. egerfonianum predominam compostos aromaticos, como 1-etil-
2. 3-dimetil benzeno (E 4, pg. 152), 1.2-dietil benzeno (E 3, pg. 152), mesitileno,
1,2 4-irimetil benzeno e 2,6-di-terc-butil-4-metil-fenol (Tabela 3). Estes resultados
demonstram um padréo totalmente distintc entre as espeécies, apesar de
pertencerem ao mesmo género. O que pode ser explicado pela alta similaridade
morfoigica enire as flores que adotam como estratégia a producéo de fragrancias

diferentes para poder selecionar o polinizador™.
d) Fragrancia floral de Mormolfyca ringens (Lindley) Schiechter

Esta orquidea & epifita e foi descrita em 1848 por John Lindley como
Trigonidium ringens e transferida para Mormolyca ringens, por R. Schiecter em
1914. Essa espécie produz inflorescéncias na base de seus pseudobulbos
possuindo cada inflorescéncia uma Unica flor. Estas possuem um leve aroma e
sdo polinizadas por machos de abelhas sem ferrdc de duas espécies:
Nannotrigona testaceicomnis e Scapfotrigona postica (Meliponinae).

Buscando determinar a constituicdc quimica realizamos a coleta da
fragrancia de trés flores de Mormolyca ringens (ESA 7247) pelo método de coleta
dinadmica. Em C 4 podemos ver o cromatograma de fons totais obtidos atraves da
analise desta fragrancia por CG-EM.

A analise dos indices de retencao de Koval's e dos espectros de massas, €
estes comparados aos da biblioteca Willey275 permitiram a identificacao de uma

série de compostos que fazem parte dos volateis emitidos pela flor (Tabela 4).

® Dyressler, R.L., Rev. Biol. Trop., 1968, 15,143.
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C 4. Cromatograma de ions iolais oblido da fragrancia floral de M. ringens
utilizando coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forno de 50°C a

280°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 ml/min e
temperatura do injetor de 240°C.

Tabela 4 Composicao da fragrancia floral de Mormolyca ringens.* = indice de
similaridade superior a 95%.

Compostos ire i {%)n°do C 4
8-metii-5-hepten-Z2-ona 989 985 2.7
n-octanal 999 1001 2.9
alcool benzilizo 1034 1032 0,8
cis-arbusculona 1051 10582 1.1
n-octanol 1071 1070 2,3
n-undecano 1100 1100 2,5
n-nonanal 1104 1102 10,0/MR1
butirato de n-hexila 1188 1182 1,1
n-dodecano 1199 1199 1.4
n-decanal 1205 1204 7.4/IMR2
3-etil acetofenona®™ 1262 - 6,2/MR3
4-etil acetofenona® 1281 - 30
a-COpPaeno 1374 1376 3.1
n-hexanoato de n-hexila 1386 1383 18,0/MR4
nao identificado 1396 - 1,5
n-dodecanal 1409 1407 1.4
aloaromadendreno 1458 1461 0,5
y-muroleno 1476 1477 1.7
ar-Curcumeno 1484 1483 1,2
c-murolenc 1501 1499 0,7
v—cadineno 1813 1513 1,1
cis-calameneno 1522 1521 3,0
miristate de isopropila® 1817 - 1,0
tetradecanol” 1820 - 1,7
nao identificados - - 13, 7/MRS5
TOTAL 100.0
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e) Analise de fragrancias florais de ouiras espécies do género
Maxiliaria

Ruscando avaliar se existe um padrio de constituicio de volaleis na
subtribo Maxillariinae foram avaliadas fragrancias de oulras espécies do género
Maxillaria: M. leucaimata, M. rufescens, M. jenischiana, M. ocroleuca, M. alba, M.

barbosae, M. fenuifolia.

Maxillaria leucaimata Barbosa Rodrigues

Maxillaria leucaimata é uma orquidea epifita brasileira encontrada nos
estados do Amazonas, Para, Ceara, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Pauile,
Parana, Santa Catarina e Minas Gerais. N3o possui recompensas florais. E
polinizada por abelhas sem ferrdo do género Trigona que ficam sobrevoando as
flores em enxames, segundo o Dr. Rodrigo Singer (comunicac@o pessoal), elas
parecem ser atraidas por uma espécie de "feroménio de agregagéo”, pois ficam
varios dias sobrevoando a mesma. A andlise dos volateis (C 5 e Tabela 5) mostra
os aldeidos n-nonanal, n-decanal e p-anisaldeido como constituintes principais,

além de uma série de outros compostos.

rALZ

C 5. Cromatograma de ions fotais, obtido da fragréncia floral de Maxillaria
leucaimata utilizando coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forno
de 50°C a 290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mL/min
e temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 5. Composicéc quimica da fragrancia floral de M. leucaimata.

Composto bre In M.
leucaimata®/ n°no C5
a-pineno 936 Q38 0,8
benzaideido 980 961 1.9
g-metil-5-hepien-2-ona 088 885 4 2/
mesitileno 995 994 0.8
n-octanal 1003 1001 2,0
limoneno 1028 1031 0,3
alcoot benzilico 1035 1032 1,3
fenil acetaldeido 1043 1043 1.2
n-undecano 1089 1100 1,1
n-decano 1000 1000 0,3
n-nonanail 1104 1102 19,6/ML2
alcool fenil etilico 1114 1110 1,4
acetato de m-cresol 1185 1183 1.1
mentol 1174 1473 1.8
naftaienoc 1182 117¢ 04
diidro-carveol 1190 1182 G2
n-dodecanc 1200 1200 1.5
n-decanai 1206 1204 9,5/ML3
p-anisaldeido 1252 1252 7.4/ML4
n-tridecano 1300 1299 1.5
n-undecanai 1307 1306 1,1
a-cubebeno 1350 1351 0,7
o-Copaenc 1375 1376 0,7
acetato de geranila 1385 1383 3,5/MLS
n-tetradecano 1400 1389 0,1
dodecanal 1408 1407 G,7
acetona de geranila 1454 1453 3,0/MLS
aloaromadendrenc 1460 1461 1.0
y-muroleno 1476 | 1477 0.8
6-metil-y-{E)-ionona 1479 1479 0,3
ar-curcumeno 1483 1483 1,2
a-muroleno 1500 1499 2,0
wcadineno 1513 1513 0.8
cis-calameneno 1523 1521 3,3
w-calacoreno 1544 1542 0.2
heptadecano 1699 1700 1,5
nao identificados 886
TOTAL 160,0
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Maxiliaria jenischiana {Reichenbach {.) Schlechter

Enquantc as outras espécies de Maxillaria que estudamos possuem aromas
agradaveis, lembrando mel, chocolate, baunitha, Maxillaria jenischiana posSsui
aroma desagradével lembrando a alguns, chulg, a outros, roupa suja. E
encontrada na Venezuela, Equador, Brasil (MG, ES, RJ, 8P, PR, SC, RO).

A analise da fragrancia fioral (C 6 e Tabela 6) revelou uma série de
compostos e como componentes principais os aldeidos n-decanal e p-anisaideido,
além dos hidrocarbonetos insaturados o-copaenc e J-cadineno. Um
organossulfurado: 3-metil-tic-1-hexanol foi encontrado na andlise © que poderia

justificar o aroma desagradavel da flor.
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C 6. Cromatograma de ions fotais obtido da fragrancia de Maxillaria jenischiana
utilizando coluna HPS5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forno de 50°C a

290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo consiante de 1 mbL/min e
temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 8. Composi¢c&c quimica dos volateis florais de M. jenischiana.

Composto I, in M. jenischiana
%
g-metiil-5-hepten-2-ona a89 g8s 2 4/MJ1
n-octanal 1005 1001 0.4
p-Cimeno 1032 1026 0,5
acetofencna 1073 1085 0,3
a-nonanal 1108 1088 3,6/MJ2
aicool fenil etilico 1114 1110 0,2
mentol 1174 1173 0,3
naftalenc 1182 1179 04
3-metiltio-1-hexanol 1203 1203 0,5
n-decanal 1206 1204 10,0/MJ3
p-anisaldeido 1252 1252 8.6/MJ4
S-elemeno 1338 133¢ 0.1
a-cubebeno 1350 1351 0,2
o—ialangenc 1371 1372 0.2
G-COpasnoc 1375 1278 13,6/M4.38
B-elemeno 1392 1381 0,8
n-tetradecano 1400 1368 0.1
o-guriuneno 1410 1408 0,1
cis-u-hergamoteno 1416 1415 1.0
frans-cariofileno 1419 1418 0.1
_B-gurjuneno 1432 1432 0.2
aromadendrenoc 1443 1439 0,2
acetona de geranila 1456 1453 0,3
aloaromadendrenc 1461 1461 3.6
y-murolenoc 1477 1477 0,1
germacreno D 1480 1480 0,1
ar-curcumeno 1484 1483 3,0
trans —-ionona 1480 1485 0,1
a-selineno 1485 1484 0.7
c~-murolenc 1501 1498 4 5/MJ6
2 8-di-terc-butil-4-metil-fenol 1614 1512 5,3/MJ7
§-cadineno 1524 1524 18,6/MJ8B
a-calacoreny 1544 1542 1,7
nao identificados 18,5
TOTAL 00,0
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Maxillaria rufescens Lindley

Maxillaria rufescens & encontrada na Guatemala, Beiize, Honduras, Costa
Rica, Panama, Trinidad, nas Guianas, Venezuela, Coldmbia, Equador, Peru e no
Brasil (AC, AM, BA, ES, RJ, 8P, PR, 5C, RS, MG) chama a atencldo por seu
aroma que lembra baunilha, no entanic na analise de seus volatels nao
enconiramos em sua composicdo a vanilina. Foram identificados  como

componentes principais ¢ n-decanal, e-copaenc Fcadinenc (C 7 e Tabela 7).
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C 7. Cromatograma de ions totais, obtido da fragrancia floral de Maxiilaria
rufescens utilizando coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 pm), temperatura do fornc
de 50°C a 290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mL/min
e temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 7. Constituicdo guimica dos volateis florais de M. rufescens.

Composto L in M. rufescens
%/ n°no C7
benzaldeido Q80 981 5,3/MRU1
8-metii-5-hepten-2-ona 939 Q85 40
n-nonanal 1108 1088 2,4
n-decanal 1206 1204 21,8/MRU2
o-COpaeno 1375 1376 13,0/MRU3
B-glemenc 1392 1391 0.5
cis-a-bergamotenc 1418 14158 0,7
aromadendrens 1443 1438 2.8
acetona de geranila 1456 1453 5,5
 germacreno D 1480 1480 1.2
ar-curcumeno 1484 1483 5.1
a-murolenc 1501 1489 2,8
S-cadineno 1524 16524 28,0/MRLU4
o-calacoreno 1544 1542 1,6
nao identificados 52
TOTAL 160,0

Maxiliaria ocroleuca Loddiges ex Lindley

Esta orquidea encontra-se distribuida no Equador e no Brasil (ES, RJ, SP,

PR, SC & MQG). Apresenta grande quantidade de flores de caracteristicas

diferentes das demais, sendo brancas com tragos em laranja.

o 3

8 o MO

w3

oy

% 3

50 3 MO3

% 3 M?1 oy MOS

20 3 | ! MOT

10 3

Nl ¥, a i . éﬁ — o
tempo 1650 ke 3000

C 8. Cromatograma de ions totais, obtido da fragrancia de Maxillaria ocrofeuca

utilizando coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do fornoe de 50°C a

290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 ml/min e

temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 8 Composicio dos volateis florais de M. ocroleuca.

Composto fre I, M. ocroleuca
%7 noC 8
o-pinenoc 928 930 0,7
penzaideido o80 sy 4 9/M0O1
B-metil-S-heplen-2-ona 989 885 0,1
limoneno 1038 1031 02
1,8-cineol 1029 1033 0.4
aicool benzilico 1038 1032 18,8/M02
acetofencna 1073 1665 7,103
éxido de cis-linalol 1071 1074 4 4/ARO4
oxido de frans-linalo 1061 1088 0.7
linalol 1102 1088 4 3/MO5
benzoato de metila 1085 1091 3.4
n-nonanal 1108 1058 0,7
alcool fenii etilico 1114 1110 6,5
epoxilimonenc 1138 138 26, 1/MO86
p-anisaldeido 1252 1282 R
acetato de 2-fenil etila 1258 1256 0,3
3-etil acetofenona™ 1263 - 0,3
4—etil-acetofenona”® 1281 - 0.2
acetato de &xido de {rans- 1288 1285 0,3
linalo}
o-copaenc 1375 1376 0.2
1,3,5-trimetoxi benzenc” 1411 - 0.2
trans-cariofileno 1419 1418 0.1
{rans-p-farneseno 1457 1458 0,2
2 6-di-terc-butil-4-metil-fenci 1514 1812 0,1
cis-calameneno 1523 1521 G.1
benzoato de benzila 1763 1762 4 OIMO7T
nao identificados 15,0
TOTAL 100,0

Maxillaria alba (Hook.) Lindl

Espécie de Maxillaria encontrada na Guiana Francesa e no Brasil (estados
do Mato Grosso do Sul e Goias).

A analise de sua fragrancia revelou a presenga de uma série de compostos
(C 9), entre os quais os ésteres: butanoato de butila, acetato de hexila, benzoato
de metila, hexanoato de butila, butirato de benzila, salicilato de metila e caprilato

de benzila (Tabela 9). Tambem foram identificados uma série de mono e
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sesquiterpencs ndo oxigenados entre os guais: frans-ocimenc (11.8%), &

cariofileno (10,4%), £, E-o-farnesenc (24,89%) e p-curcumeno (8,5%).
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C 9. Cromatograma de fons totais, obtido da fragrancia floral de Maxiflaria alba
utilizandeo coluna HPS (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forno de 50°C a
280°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mi/min e

temperatura do injetor de 240°C.
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Composto Ir, In %/ n°noC9
n-heptanol 873 867 0.3
2-heptanona 850 888 1.0
heptanal 900 859 2,9/MA1
&-metil-5-hepien-2-ona 982 985 0,5
n-butanoato de n-butila 994 093 0,8
n-octanal 1002 1001 0.1
acetato de n-hexila 1010 1008 0.2
imoneno 1028 1031 0.1
1,8-cineol 1032 1033 0,2
cis-B-0Cimeno 1035 1040 0,2
{rans-p-ocimenc 1045 1050 11,5/MA2
oxido de trans-iinalol 1086 1088 0.3
Z-nonanona 1089 1091 0,2
benzoato de meliia 10583 1091 0.8
linalol 4008 1068 1.5
n-nonanal 1404 1102 08
alcoot fenil etilico 1110 1110 0,2
trans-6xido de iinaiol 138 1139 0,3
n-hexanoato de n-bulila 1188 1188 0,1
salicilato de metiia 4190 1180 2,2
n-decanal 1205 1204 8
E-ocimenona 1241 1239 0,2
antranilato de metila 1337 1337 0,1
butirato de benziia 1345 1345 0.1
a-cubebeno 1351 1351 0,2
o ~Copaenc 1375 1376 0,7
caprilato de benzila 1387 - 5,9/MA3
p-cariofilenc 1419 1418 10,4/MA4
y—elemeno 1432 1433 3,2
aromadendreno 1438 1439 2,5
acetona de geranila 1445 1443 06
trans-gfarneseno 1455 1458 29
¥-CUrCUMmeno 1477 1480 0,9
ar-curcumeno 1481 1483 2.1
a-zingiberenc 1492 1495 1,4
E,E-a-farneseno 1506 1508 24 S/MAS
p-curcumeno 1510 1512 8,5/MAS6
&cadineno 1625 1524 0,4
cis-calamenenoc 1532 1532 1,0
dendrolasina 1572 1574 1,1
trans-frans-farnesai 1735 1735 1,8
nao identificados 58
TOTAL 4100,0

Tabela 9. Composicao dos volateis de M. alba *= indice de similaridade superior a
95% em relacéo a biblioteca Wiley275.
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Maxillaria barbosae Loefgren ex Porto Faria

Maxiliaria barbosae possui um aroma pouco acentuado e € encontrada nos
estados de 5P e RJ.

Através da analise do © 10 podemos verificar quatro componentes

principais, que foram identificados como sendo o monoterpenc ndc oxigenado o

pinenc e os sesquilerpenos nao oxigenados dauceno, bergamotens e farneseno.
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C 10. Cromatograma de ions iofais, obtido da fragrancia floral de M. barbosae

utilizando coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um}, temperatura do formo de 50°C a

290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 ml/min e

temperatura do injetor de 240°C.
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Tabela 10. Composicéo da fragrancia floral de M. barbosae.

M. barbosae
Composto Ir. I %/n®no C 10
n-heptanal 201 888 0,3
c-piNenc 838 933 12,5/MBA1
sabineno 871 g78 G2
Fpineno o77 280 1,1
g-metil-5-hepten-2-ona 9858 985 3.5
mirceno 988 991 1.7
n-octanal 1002 1001 0,3
p-cimeno 1024 1026 0,3
limoneno 1028 1031 1,0
1.8-cineol 1032 1033 1.4
cis—fFocimeno 1045 1040 0.2
trans—3-ocimeno 1055 1050 08
cis-hidrato de sabinenc 1069 1068 08
o-0xido de pineno 1098 1095 0.4
n-nonanal 1101 1102 1.4
Zlcoc! fenil etilico 1110 1110 0.1
3-nonen-1-ol 1152 - 0,2
terpin-4-ol 1180 1177 2.2
n-decanal 1205 1204 1.6
E-gcimenona 1238 1238 0,1
a-ialangeno 1369 1372 1.8
a-Copaeno 1375 1376 1.1
dauceno 1378 1380 7,6/MBA2
F-burboneno 1383 1384 0.3
Fcubebeno 1387 1380 0,2
c-Cis-bergamotenc 1412 1415 14
trans -cariofileno 1419 1418 1,9
v-elemeno 1426 1433 06
a-trans-bergamoteno 1433 1436 21,4/MBA3
frans pfarnesenoc 1452 1458 28 4/MBA4
germacrenc D 1480 1480 1.8
E, E-o-farnesenc 1505 1508 17
p-hisaboleno 1508 1509 0,7
S-cadineno 1512 1513 0,1
7-epi-g-selineno 1517 1517 0,3
cis-calameneno 1521 1521 0.1
trans-»bisabolenc 1526 1633 1,8
a-calacoreno 1540 1542 0,1
oxido de cariofileno 1581 1581 0,3
nao identificados 1.5
TOTAL 100,0

51



Maxiflaria tenuifolia Lindl.

Maxillaria fenuifolia & origindria do México e Nicaragua, apresenta um
aroma muilo acentuado, lembrando cbco. A fragréncia apreseniou como
constifuinie principal o frans-cariofilenc. Também foi identificada uma lactona, a &

decalactona (Tabela 11), gue possui as caracieristicas aroméaticas de coco.
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C 11. Cromatograma de ions iotais, obtido da fragréncia floral de Maxiliania
tenuifolia utilizando coluna HPS5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura do forno
de 50°C a 290°C a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo constante de 1 mL/min
e temperatura do injetor de 240°C.

Tabela 11. Composicao quimica da fragrancia floral de M. fenuifolia.

Composto Ire In % relativo
cumeno 930 926 0,2
a-pineno 242 93¢ 1,3
sabineno 975 976 0,3
S-pineno 977 980 0.5
mirceno 990 991 1.0
limoneno 1030 1031 0.4
1,8-cineol 1032 1033 0,3
n-undecano 1089 1009 0.4
n-nonanal 1102 1102 0.8
n-decanal 1203 1204 0,3
a-copaeng 1373 1376 3.3
cis-cariofileno 1402 1404 0,5
trans-cariofilenc 1415 1418 68, 7/MT1
acefona de geranila 1448 1453 2.3
Sdecalactona 1482 1493 12.5/MT2
oxido de cariofilenc 1577 1581 38
nao identificados 3,6

TOTAL 1000
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2.3.2 Quimica da polinizagio em Maxiillariinae através de

mimetismo sexual

Neste estudo nos seguimos a metodologia descrita para as orquideas do
género Ophrys que se baseia no estudo dos exiratos hexanicos da flor e sua

comparacao com extratos de rainhas virgens da espécie que poliniza a mesma.
2.3.2.1 Analise dos extratos hexanicos de Mormolyca ringens

Foram preparados exiratos hexanicos de flores de Mormolyca ringens néo
polinizadas e polinizadas, correspondendo a sua fase atrativa e nao atrativa para
os polinizadores. Estes extratos foram analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (C 12a e C 12b, respectivamente).
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C 12. Cromatogramas de ions totais do extrato de Mormolyca ringens nao
polinizada (a) e polinizada (b). Condigbes da analise: coluna HP5 (30 m, 0,25 mm,
0,25 um), temperatura do forno de 50°C a 310°C(20 min), 4°C/min, 1 mL/min e
temperatura do injetor de 240°C.
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Podemos verificar nos  cromatogramas  diferencas  significativas,
principalmente em 11, 14 e 19, além do desaparecimenio de 5 no extrato da flor
polinizada. Realizamos inicialmente a analise dos espectros de massa a fim de
identificar os componentes desta mistura. Assim, para 1, 2, 3 foram oblidos os
espectros de massas com ions moleculares m/iz 162, 147 e 1786 (E 10, pg.154),
respectivamente, com base na fragmentacio foi sugerido que os mesmos
poderiam ser correspondentes ao cinamato de metila, acido cindmico e cinamato
de etila, respeciivamente. Para confirmarmos as estruturas foram obtidos os dois
ésteres de maneira sintética. O cinamato de metila foi obtido pela simples
metilacéo do acido cindmico com diazometano e ¢ cinamato de etila foi obtido pela
esterificacdo do mesmo reagente com etanol em meio acido (Esquema 1), a
obtencdo destes padrdes foi checada pelc seu espectro de massas e RMN de "H

(E 11, pg. 155 & E 12, pg.155). Para confirmar a presenca destes compostos nos

extratos realizou-se a injecace do extrato com reforgo destes padries.

Esquema 1. Reacdes de obtengdo dos padrdes de cinamaio de metila(1) e
cinamato de etila (3) através de acido cindmico (2).

Os compostos do C 12 correspondenties aos nimeros: € |7 apresentaram
como ions moleculares m/z 256, 280 e foram identificados através da injecdo com
reforco dos padrdes de acido paimitico e acido linoleico. Avaliamos os compostos
9, 10.12, 13, 15, 16, 18 e 20 que apresentaram ions moleculares m/z 324, 338,
352, 366, 380, 394, 408 e 436, respectivamente. Estes compostos apresentaram
uma segliéncia de fragmentacdo com picos afastados uns dos outros por 14
unidades de massas, onde o maior pico de cada aglomerado corresponde a um
fragmento CnHan+1, geralmente acompanhado dos fragmentos CiHz, € CoHans que

possuem menor intensidade. Nestes espectros os picos mais intensos
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correspondem a Cz e C, e suas intensidades vao diminuindo gradativamente (E
13, pg.156). Esta fragmentacdo € coerente com n-alcanos®’, gque foram
confirmados através de comparacao com padrdes.

Os compostos n° 8, 11, 14, 17 e 18 foram identificados como n-alcenocs
através da andlise do padrao de seus espectros de massas. No entanto a posicao
da dupla ligagdo ndo pode ser determinada pela simples analise dos espectros de
massas destes compostos.

Ha na literatura®® uma metodologia adequada para determinar a posicao
da dupla ligagdo através de reactes de derivatizac@o com dimetildissuifeto e icdo,
reacdo esta representada pelo Esquema 2. Esta metolodologia se mostrou
adequada, pois pode ser utilizada para extratos, fornecendo os produtos com alto
rendimento, alta estereosseletividade e sem formagdo de produtos laterais que
possam afetar as andlises. Os produtos formados através da insergac de grupos -
SCHs, nos carbonos da dupla ligacdo, apresentam uma fragmentagao
caracteristica na espectrémetria de massas com a clivagem na ligacéo C-C entre
os dois grupos -SCHj; formando assim dois ions de alta intensidade que permitern
assim a determinar a posicio da dupla .

m/z=75
SCH;
MA
DMDS
i, éter etilico \
! BCH,
msiz = 417

Esquema 2. Reacdo de derivatizagdo com DMDS e Iz e sua fragmentacao

caracteristica.

Assim para o composto n® 11 que apresentou fon molecular m/z 350 que
sugeria a formula molecular CpsHso. ApOs a reagac com dimetildissulfeto o©

espectro de massas do derivado apresentou ion molecular com m/z 444, com 0s

9 giverstein, R.M.; Bassler, G.C.: Morrill, T.C.; identificagdo espectrométrica de
compostos organicos, Editora Guanabara Koogan S.A., quinta edicdo, p.14, 1994,
92 Francis, G.W.; Veland, K.; J. Chromatography 1981, 219, 379.

% puser, H-R.: Amn, H.; Guerin, P.; Rauscher, S.; Anal. Chem. 1983, 55, 818.
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fragmentos principais m/z 173 e 271, que permitiram identificar o composto como
sendo o Y-pentacosenoc (£ 14, pg. 158).

O mesmo foi realizado para os demais n-alcenos, sendo possivel desta
mangira identificar como presentes na mistura: 9-tricoseno, 9-heptacoseno, 8-
nonacosene e S-hentriaconteno através da andlise de seus derivados
dimetildissuifeto (E 15, pg. 157; E 16, pg. 158; E 17, pg. 158; E 18, pg. 158).

A presenca destes componentes, principalmente de n-alcanos e n-alcenocs,
foi relatada no extrato hexénico de orquideas do género Ophrys e no extrato de
abelhas/vespas que realizam a polinizacio das mesmas.

Quanto a natureza biossintética dos hidrocarbonetos estes sdo produzidos
a partir de acidos graxos. Estes acidos graxos tanto saturados {palmitico,
estearico), quanto insaturados (oleico, linoleico) sdo produzidos seguindo a rota do
acetato, e todos contém niamero par de carbonos. A partir destes, s&o produzidos
0s hidrocarbonetos saturados (provenientes dos acidos saturados) e insaturados
(provenientes dos acidos insaturados) através da descarboxilagdc dos mesmos
produzindo assim hidrocarbonetos de nimero impar de carbonos® %,

Analise dos constituintes de rainhas virgens de Scapfotrigona
postica

Atraves da colaboragdo com o Prof. Dr. W.E. Kerr e de seu aluno Cristiano
Menezes, especialistas em abelhas, da Universidade Federal de Uberlandia, que
induziram a produgao de rainhas in vitro, fol possivel a obtencao de 10 rainhas
virgens de Scapfotrigona postica. As mesmas foram resfriadas por 15 minutos em
freezer a —10°C sendo posteriormente decapitadas. As cabecas foram maceradas
e submetidas a extracdo com acetato de etila. C restante do corpo foi lavado com

hexano, obtendo-se assim o extrato das ceras cuticulares do corpo.

% Samuels, A.L.; Kunst, L.; Prog.Lipid Res. 2003, 42, 51.
% Reed, J.R.; Hernandez, P.; Blomquist, G.J.; Feyersen, R.; Reitz, R.C: Insect
Molecular Biciogy 1998, 26, 267
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A analise do extrato cefalico das rainhas virgens de S. postica através de
CG-EM (C 13) permitiu identificar uma série de alcoois (E 20, pg. 159; E 21, pg.
159: E 22, pg. 159, E 23, pg. 160}. A posicio da hidroxila foi determinada como 2
devido ao pico com miz 45 (CHs-CH="0H) resultante da clivagem na ligagao C-C

vizinha ao atomo de oxigénio.
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C 13. Cromatograma de ions totais do extrato cefélico de rainhas virgens de S.
postica. Condicdes da analise: coluna HP5 (30 m, 0,25 mm, 0,25 umj), temperatura
do forno de 50°C a 310°C{20 min) a um gradiente de 4°C/min, com um fluxo
constante de 1 mL/min e temperatura do injetor de 240°C.

Na Tabela 12 encontramos a composigao quimica deste extraio. Estes ja
foram encontrados® em outras abelhas sem ferrao (Meliponinae) e confirmam gue

a rainha estava em sua fase mais atrativa.

Tabela 12. Compostos identificados no extrato cefélico de S. postica.

Composto % relativo/n® do C 13
2-heptancl 28,3/EC1
2-nonanaoi 2586/EC2
2-undecanol 19,1/EC3
2-tridecanol 27 0/EC4
TOTAL 100,0

% crancke, W.; Lilbke, G.; Schroder, W.; Reckziegel, A.; Fonseca, V.L: Kleinert, A;
Engels, W.; Hartfelder, K.; Radtke, R.; Engels, W.. J Am. Chem. Soc. 2000, 71,
562.
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Partimos entéo para a andlise do exirato expelido pelas glandulas de cera
(Figura 11, pg. 23) também chamadc de exirato cuticular. O extrato cuticular é
citado como responsavel pela protecio contra ressecamento da cuticula® | no
entanto oufros estudos €m demonstrade gue estes sfo semioguimicos
importantes no reconhecimento sexual e para a reproducdo® o que foi
comprovado para os estudos com orquideas do género Ophrys™, j& citado
anteriormente.

Reduzimos o volume do extrato hexanico a poucos microlitros através de
uma leve corrente de nitrogénio gasoso e 1ul foi analisado por cromatografia
gasosa acopiada a espectrometria de massas. Através do C 14 podemos verificar
a semelhanga no perfil com os cromatogramas obtidos para os extratos hexanicos
de M. ringens néo polinizada e polinizada.
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C 14. Cromatograma de ions tolais do exirato hexanico da cuticula de rainhas
virgens de Scaplofrigona postica. Condigbes da analise: coluna HP5 (30 m, 0,25
mm, 0,25 um), temperatura do forne de 50°C a 310°C (20 min) a um gradiente de

4°C/min, com fluxo constante de 1 mL/min e temperatura do injetor de 240°C.

Realizamos a identificacao dos compostos utilizando o mesmo protocolo ja
descrito para os extratos de M. ringens. Através deste esiudo detectamos que o
extrato cuticular € menos complexo que o extrato da flor.

% Hadiey, N.F.; Am. Scient. 1980, 68, 546.

% Howard, R.W.; Blomquist, G.J Ann. Rev. Enfornol. 1982, 27, 149.

% Ayasse, M.; Schiestl, F.P.; Paulus, H.F.; Ibarra, F.: Francke, W.: Proc. R. Soc.
Lond. B, 2003, 270, 517.
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Cruzamento de dados

A Tabela 13 apresenta a constituicdo quimica dos exiratos hexénicos de M.
ringens polinizada e n&o polinizada e do exirato cuticular de rainhas virgens de S.
postica com seus respectivos percentuais relativos. Compostos que estavam
presentes em M. ringens, como: o &cido cindmico e seus ésteres, os acidos
palmitico e linoleico, além do octadecadienal (E 19, pg. 159) nao foram
encontrados no exirato de S. postica. Os acidos e ésteres sdo comuns em plantas
e podem ter sido extraidos da flor e néo ter qualquer relaggo com a polinizagao
dos mesmos.

Observou-se a diminuicBo da concentragdo de 9-pentacosenc e 9-
heptacoseno na flor polinizada, além do aumente de n-heptacosanc e n-
nonacosano, além de outras variacbes menores. Enconconiramos uma série de
compostos em comum no extrato da flor e no extrato cuticular revelando um
mimetismo em que a flor sintetiza os mesmos compostos encontrados na cuticula
da rainha virgem, o que pode ser responsavel pelo comportamento de copula do
macho sobre a mesma.

L evando em conta que os compostos volateis podem ser levados pelo ar a
jonga disténcia enquanto os nao volateis s6 podem ser “sentidos” a curia
distancia, pode-se supor que os volateis florais podem ser responsaveis pela
atragao a longa distancia enquanto os compostos identificados no extrato da fior
podem estar relacionados com o fenémeno da pseudocopula. Encontramos varios
compostos em comum entre os exiratos cuticulares da rainha virgem e dos
extratos hexanicos florais, no entanto os volateis florais n&c apresentaram,
inicialmente, compostos coincidentes com o0s extratos cefalicos da rainha.
Decidimos entio fazer uma minuciosa busca através de extragdo de ions nas
analises por coleta dinamica, assim pudemos encontrar ions que podem
corresponder ao 2- heptanol, nesta amostra (C 15).
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Tabela 13. Composigdo quimica dos exiratos hexanicos de M. ringens polinizada e

nac polinizada e do extrato hexanico da rainha virgem de S. postica.

N° do Extrato Extrato Extrato
pico hexanico | hexénico | hexénico da Método de
Composto da florngo ! da fior cuticuia da identificacio
polinizada | polinizada | rainha virgem
de 8. postica
1 cinamato de 1,35 1,00 - EM, Padrao
metila
2 acido cinGmico 2,23 0,01 - EM, Padrac
3 cinamato de etila 1,20 0,80 - EM, Padrio
4 acido palmitico 4 62 3,20 - EM, Padrao
5 n-heneicosano 0,30 - 0,88 EM, padrado
8 acido linoleico 3,50 2.81 - EM. Padrao
7 octadecadienal 7.88 1,60 - EM, biblioteca
Wiley275 >895%
8 9-tricoseno 1,05 1,40 3,13 EM, derivatizagac
com DMDS
8 n-tricosang 4.50 3,10 24 34 iR, EM, Padrao
10 n-ieiracosano 1,38 1,11 0,68 IR, EM, Padrac
11 S-pentacoseno 10,20 2,02 1,34 EM, derivatizacéo
com DMDS
12 n-pentacosano 10,40 13,50 26,15 IR, EM, Padréo
13 n-hexacosano 1,21 1,60 0,66 IR, EM, Padrao
14 9-heptacoseno 9,70 1,15 7,99 EM, derivatizacao
com DMDS
15 n-heptacosano 14,20 28,00 21,80 IR, EM, padric
18 n-octacosano 1,25 2.02 - IR, EM, padrac
17 g-nonacosenc 10,10 16,20 8,38 EM, derivatizacao
com DMDS
18 n-nonacosang 11,40 20,10 2.65 IR, EM, Padrao
19 | 8-hentriaconteno 3,45 .28 0,69 EM, derivatizacao
com DMDS
20 | n-hentriacontano 0,10 0,3 1,20 IR, EM, Padrao
TOTAL 100,0 1000 100,0
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C 15. Cromatograma de fons totais dos volateis obtidos por coleta dinamica de M.
ringens destacando o 2-heptanal, obtido por exdragdo de ions.

Eletroantenografia

Buscando avaliar a capacidade de atracdo de
machos de Nannolrigona lestaceicomis por volaleis
liberados pelas flores realizamos um experimento de
eletroantenografia utiizando as antenas de machos desta

espécie (detalhe da cabega na fotografia ao iado) frente ac
extrato hexanico da flor de Mormolyca ringens e amostras de voléteis de flores
frescas {sem terem sido polinizadas). Este trabalho foi realizado em colaboragéo
com a Prof*Dr*Arlene Corréa (Departamento de Quimica Organica da UFSCar e
responsével pelo aparelho de eletroantenograma).

Foram utilizados extratos e 0s solventes em que estes estavam dissolvidos,
na Tabela 14 encontramos os resultados obtidos.
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Tabela 14. Media (5 repeticdes) de alteracic na corrente elétrica entre duas
antenas de machos de Nannofrigona testaceicomis a diferentes amostras.

Quantidade Variagéo de
Amostra Concentragéo, submetidaa corrente obtida nas
analise antenas da abelha
Hexano 100% 5ul 0,382 mV
Extrato hexénico da 1mg/mL 5pl 0,408 mv
flor
Diclorometano 100% 5ul. 0,488 mV
Extratc em
diclorometano dos indeterminada 5ul 0,520 mvV
volateis obtidos por
headspace dindmico

Conforme podemos verificar, ambos os extratos apresentaram resposta 3
antena do macho de WNannolrigona testaceicormnis. Realizamos apenas 5
experimentos devido a caréncia de machos vivos para a analise pois os mesmos
sdo muito sensiveis e ndo resistem por muito tempo ao cativeiro. No entanto
algumas observagbes importantes foram realizadas como o tempo de vida da
antena que € de apenas de 15 min exigindo assim uma adequacéo do
experimento a esias condigbes.

2.3.2.2 A pseudocopula em Trigonidium obtusum Lindil.

Buscando entender este fendmeno realizamos o mesmo estudo com T.
obfusum. Realizamos também extragcdc da flor com hexanc antes e apés a
polinizacao e podemos verificar a diferenca nos perfis em C 16.

O perfit dos compostos do extrato foi tragado com base nos espectros de
massas. A identificacdo dos n-alcancs e n-alcenos foi realizada da mesma
maneira que nos exiratos de Mormolyca ringens. Assim identificamos os n-
alcanos: pentadecanc (2), tricosano (8), pentacosano (10), heptacosano (15),
octacosano {17), nonacosano (21), triacontano (23) e hentriacontano (28) e os n-
alcenos: 9-tricosenc (7), S-pentacoseno (8), 9-heptacosenc (14), 9-nonacoseno
(20), hentriacontadieno (25 e 28) e o 8-hentriaconteno (27).
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C 16. Cromatogramas de ions iotais, obtido do extrato da flor de Trigonidium
obtusum: a) ndo polinizada; b} polinizada. Condicdes da analise: coluna HPS (30
m, 0,25 mm, 0,25 pum), temperatura do forno de 50°C a 310°C(20 min; a um
gradiente de 4°C/min, com um fluxc constante de 1 mUmin e temperatura do
injetor de 240°C.

O perfil dos compostos do extrato foi tracado com base nos espectros de
massas. A identificacdo dos n-alcanos e n-alcenos foi realizada da mesma
maneira que nos extratos de Mormolyca ringens. Assim identificamos os n-
alcanos: pentadecano (2), tricosano (8), pentacosanc (10), heptacosanc (15),
octacosano (17), nonacosanc (21), triacontanc (23) e hentriacontano (28) e os n-
alcenos: 9-tricoseno (7), 9-pentacosenc (9), 9-heptacosenc (14), 9-nonacoseno
(20), hentriacontadieno (25 e 26) e o 8-hentriaconteno (27).

O pico 11 apresentou ion molecular m/z 450 e uma fragmentag&o inicial
pela eliminacio de 60 uma, que é caracteristica de perda de uma moiécula de
acido acético (CH3;COOH). O restante do espectro nos permite afirmar gue o
composto se trata de um composto de cadeia longa nao ramificado e que tem a
formula molecular CagHsg0.. Realizamos a derivatizacao com dimetildissulfeto que
forneceu como fons principais m/z 173 e m/z 371 (E 24, pg. 160) . Este
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experimento permitiu que se determinasse a posicdo da dupla no carbono 9
contando-se a partir do carbono terminal. A posicéo do grupo acetila nao pode ser
determinada pelo espectro de massas.

O mesmo protocolo foi seguido para identificar o acetato de docosenila,
acetafo de tetracosenila, acetato de hexacosenila, acetatc de triacontenila além do
acetato de dotriacontenila, todos estes também apresentaram a dupla na posicdo
9 em relacao ao carbone terminal (E 25, pg. 161).

A identificac@o de outros dois compostos (29 e 34) com ion molecular m/z

450 e 478, respectivamente, foi possivel gracas a sua fragmeniacio inicial onde
houve a perda de 88 uma em ambos os compostos que foi atribuida pela a uma
molécuila de acido butandice (CH;CH;CH,COLH) que com o reforco das demais
fragmentacbes nos permitiram inferir as formulas moleculares CaoHss0, e
CaoHg2O5, respectivamente. A derivatizagado com dimetildissulfetc foi essencial
para determinar as posigdes das duplas, sendo esies identificados como butirato
de hexacosenila e butirato de octacosenila com a posicao da dupla a 9 carbonos
em relagao ao carbono terminal do éster (E 26, pg. 162, E 27, pg. 162).
Como a quantidade de extrato disponivel era pequena nao foi possivel o©
isclamento dos constituintes. Assim, para determinarmos a posicéo dos grupos
acetila e butirila realizamos uma analise por RMN de '°C, DEPT 135 e 90 (E 28,
pg. 163) que mostrou 2 sinais de metilenos na regido de carbonos carbindlicos em
& 63,54 e § 8511, caracterizando assim os grupos acetila e butirila como
provenientes de alcoois primarios.

A Tabela 15 contém a composigao quimica dos exiratos da flor polinizada e
nao polinizada. A determinagdc completa dos componentes ndo foi concluida
devido a complexidade da amostra e sua massa reduzida que nao nos permitiu
utilizar nenhum método usual de separacdc cromatografica, por outro lado, a
coleta de uma maior quantidade de materiai ndo foi possivel, pois as plantas sao
encontradas apenas em orquidarios de Universidades que apresentam numero
reduzido de plantas cujas flores foram quase que totalmente coletadas para este
estudo.



Podemos observar que ocorrem variagGes na concentracdo de varics

compostos, entre eles o pentadecano e o 9-nonacoseno. N&o foi possivel realizar

a comparacio destes extratos com os extratos cefalicos e glandulas de cera, pois

ndo foi possivel a obtencdo até o momento de rainhas virgens de Flebeia

droryana.

Tabela 15. Composicao quimica dos exiratos da flor de 7. obfusum polinizada e

nao polinizada.

N° T. obtusum | T. obtusum Método de
do Composto nao poiinizada identificacao
pico polinizada
1 | n-nonanal 0.47 1,84 IReEM
Z | n-pentadecano 248 0,08 IR, EM e padréo
3 | &cido paimitico 3,85 0,190 iR, EM, padrao
4 |ciclochexadecano 0,70 0,14 EM, Wiley2/5
5 |acido linoleico 1,03 0,20 IR, EM, padrio
8 |nao identificado 1,29 0,01 -
7 | 9-tricoseno 0,29 0,27 EM, derivatizacao
8 |tricosano 0,31 0,36 iR, EM, padrao
9 |9-pentacoseno 1,36 1,12 EM, derivatizacao
10 |pentacosano 2,38 3,50 iR, EM, padrao
11 lacetato de docos-13-enila 0,41 0,27 EM, derivatizacao
12 lacetato de docosanila 0,77 1,00 EM
13 |n&o identificado 1,19 0,62 -
14 | 9-heptacoseno 422 473 EM, derivatizacao
15 |heptacosano 1,55 1,88 iR, EM, padréo
16 |acetato de tetracos-15- 8,36 5,91 EM, derivatizacao
enila
17 joctacosanc 0,32 0,31 IR, EM, padrao
18 |n&o identificado 3,01 3,97 -
19 |nonacosadienoc 0,53 0,61 EM, derivatizacao
20 {9-nonacoseno 10.33 433 EM, derivatizacao
21 Inonacosanc 3,23 11,90 IR, EM, padrao
22 lacetato de hexacos-17- 11,46 10,16 EM
enila
23 |trjiacontano 0,53 0,77 IR, EM, padraoc
24 | nao identificado 1,64 3,46 -
25 |entriacontadieno(isdmero 012 0,18 EM
i),
26 |entriacontadieno (isbmero 0,20 0,40 EM

2)
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Continuacéo da Tabela 15

27 i 9-hentriacontenc 5,26 5,60 iR, EM, padrac

28 |hentriacontano 2,60 3,48 IR, EM, padréo

29 |butirato de 17- 0,36 0,18 EM, derivatizacaoc
hexacoseniia

30 |acetato de octacos-19- 15,76 15,18 EM, derivatizacio
enila

31 |ndo identificado 0,74 2,33 -

32 |nao identificado 1,19 0,75 -

33 i nao ideniificado 1,198 0,35 -

34 | butirato de 19- 0,68 0,33 EM, derivatizacdo
nonacosenila

35 |acetato de triacont-21- 8,80 7,84 EM, derivatizacao
enila

36 |nao identificado 0,55 0,84 -

37 |n3o identificado 0,37 0,44 -

38 |nao identificado 0,28 D24 -

35 |acetaio de dotriacont-23- 2.20 1,92 EM, derivatizacao
enila

40 |ndo identificado 0,72 0,95 -
TOTAL 1000
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2.3.3 Estudo das recompensas florais de algumas espécies de Maxillariinae

Na terceira parte deste capitulo propusemos a andlise de recompensas
enconiradas no labelo de sete espécies de orquideas, sio elas: Maxiflaria cerifers,
M. brasiiiensis, M. friedrichsthalii, M. violaceo-punctata, M. valenzuelana, M.
rufescens e M. villosa (Figura 15).

Maxillaria cerifera Maxillaria brasiliensis

Maxiiiaria friedrichsthalii

_Maxillaria discolor

Maxillaria rufescens Maxiflaria violaceo punctata

Maxillaria valenzuelana

Figura 15. Espécies de Maxillariinae cujas recompensas florais foram estudadas.
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Estas orquideas apresentam secreg¢fes aparentes no labelo, na forma de
cristais (M. cerifera), em forma de uma pasta (M. brasiliensis, M. violaceo-punctata
e M. valenzuelana), ou de um liguido transparente viscoso (M. friedrichsthalii). Em
algumas espécies, entretanto, ndo estdo expostas deniro de tricomas (M.
rufescens e M. villosa) que s&o coletados pelas abelhas.

Adotamos uma metodologia padrdo para a andlise destas recompensas
(Figura 18) que foi aplicada na analise das sete espécies de Maxillariinae

estudadas.
LABELO ©

edracin com AcTE:

| sifilagio analise por
| comBSTFA ceo

isoiamento

{ CG/EM, IV, RMMN ]
w, %

Figura 16. Metodologia padrdo para analise de recompensas do labelo de
Maxillariinae.

a) Analise da recompensa floral de Maxiliaria cerifera Barbosa

Rodrigues

Maxiliaria cerifera possui cristais brancos em seu labelo e esses cristais séo
coletados ativamente por operarias, noc entanto sabe-se que as abelhas coletam
secregdes de plantas que fardo parie da estrutura do ninho e da prépolis.
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A recompensa de 45 flores foi extraida rapidamente com acetato de etila,
fitrada e evaporada em rota-evaporador, 2 mg do extrato obtido foram sililados
com bis-(trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA) e analisados por CG-EM (C 17).

w MG MCH_
o |

4@

. ; .
tempo 508 1058 1580 2000 '

C 17. Cromatograma de ions totais da recompensa de M. cerifera sililada com
BSTFA, obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 pm} 150°C-310°C(15min)
r=10°C/min inj. 260°C, f=1mUl/min.

Através dos espectros de massas destes compostos verificamos a
predominéncia de triterpenos, no enianto encontramos 12% (percentual relativo)
de um composto que segundo a biblioteca Wiley275 do espectrometro de massas
foi sugerida como sendo o chiquimato tetra(trimetilsiliiado) (E 29, pg. 163).

Procedemos & purificacio desta recompensa através de cromatografia em
coluna e obtivemos na fragao 96-100 (5 mg), um sdlido branco que em CCD se
apresentava como uma Unica mancha, para o qual foi adotado o cédige MC1. Este
foi analisade por CG-EM, onde visualizamos o mesmo como © constituinte
principal da recompensa. O espectro de massas apresentou fon molecular m/z
440 uma. (E 30, pg. 163) e fragmentagdo que poderia indicar um triterpeno da
classe dos cicloartanos contendo no anel A uma hidroxiia'®.

A amostra foi submetida a ressonancia magnética de hidrogénio (E 31, pg.
164), revelando em seu espectro dois dubletos em & 0,34 {(1H) e 60,55 (1H), com
constante de acoplamento de 4,5 Hz cada um, estes sinais s&o caracteristicos de
hidrogénios diasterotopicos do metileno de um ciclopropano. Em §3.,28 (dd,

J=11.5 Hz e 4,0 Hz) encontramos um sinal com integragcdo para um hidrogénio,

100, dier, H. E.: Beugelmans, R.; Das, B.C.; Tetrahedron Leit. 19686, 36, 4341.
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que corresponde a hidregénic de um carbono carbindlico, em 66,48 (id, J= 86,5 e
1.5 Hz) um tripleto duplo de um metino atribuido a uma dupla ligacac. Observa-se
também em S 9,39 um singleto caracteristico de hidrogénio aldeidico. Cinco
singletes em & 0,81(3H); 0,90(3H); 0,87(3H), 0,88 (@GBH) e 1,76 (3H)
correspondentes a 5 metilas angulares € um dubleto em 60,93 (d, 3H, J= 6,0 Hz)
de uma metila ligada a metino.

No espectro de RMN de C {'H} (E 32, pg. 164) pcdemos visualizar o
carbono aldeldico em & 195,48, dois sinais a § 139,08 e 155,65 correspondentes &
dupla ligacédo, em ¢ 78,82 além de uma série de sinais entre § 9,0 e 55,0,
totalizando 30 sinais. Os espectros de RMN de C (DEPT 90 e DEPT 135) (E 33,
pg. 165) nos permitiram afirmar a presenca de 6 metilas, 11 metilenos e 6 metinos.

Através de uma consulta na literalura sobre compostos que possuem ests
perfil, encontramos um artigo que relata a sintese de um composto da classe dos
cicloartenéis contendo um aldeido na cadeia lateral "' (Figura 17), j& isolado
anteriormente da planta Mangifera indica L., no entanto a referéncia citada'® nao
foi encontrada. Quanto aos dados de ressondncia magnética nuclear do
cicloartenal ndo encontramos nenhuma atribuicgdo de RMN para o mesmo. Os
Onicos dados da literatura para este composto séc o ponto de fusdo (129-131°C) e
a rotagdo optica ({afp +44,5% CHCL, ¢ 0,9), o primeiro experimento nao foi
realizado e a medida da rotacio revelou um valor diferente [a]p +24,0° (CHC;, ¢
1,7) do encontrado na literatura.

HE

Figura 17. Composto sintetizado por Anjaneyulu.

%" Anjaneyulu,V.; Prasad, K.H.; Indian J. Chem., Sect. B: Org. Chem. incl. Med.
Chemn. 1985, 24, 1075.

"2pnjaneyulu,V.; Prasad, K.H., Connol, Jd., Ravi, KK. Phytochemistry,
{communicated).
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Os espectros de RMN de 2D correlacionando 'H-"°C & uma ligagao (HSQC)
(E 34, pg. 165, E 35 pg. 166) permitram confirmar a presenca do anel
ciclopropéanico pela correlacdo dos sinais do espectro de RMN de "Hem 60,34 e
0,55 com o sinal do carbono em 6 29,71, Também observamos a correlagéo do
hidrogénic & 3,28 com o carbonc 678,82 e do hidrogénioc em & 6.48 & o carbono
em & 415585, atribuidos ac carbinol e ac metino da dupla ligacao,
respectivamente. Outros acoplamentos podem ser visualizados na Tabela 15.

Através do mapa de contorno do espectro de RMN de 2D das correlagbes
'H-*3C a longa distancia (g-HMBC) (E 36, pg. 166) podemos verificar a correlacao
dos hidrogénios em §2,0 e 2,3 (C-23) com o carbono em & 185,46 (C-28), com os
carbonos da dupla ligacdo em & 155,65 (C-24) e 139,08 {C-25) e com o carbono
em & 34,77 (C-22). O hidrogénio em &5 6,48 esta correlacionando com a metila em
$ 9,17, que pode ser atribuida como C-27. As metilas em & 14,00 {C-30) e 25,44
(C-29) tiveram sua posicio confirmada pela sua correlagao com 0 hidrogénio
carbindlico em & 3,28 (H-3). Os hidrogénios em & 0,34 e 0,55 apresentaram
acoplamentos com os carbonos em & 19,94 (C-9), 26,06 (C-10), 47,98 {(C-8) e
31,96 {C-1). As demais correlagdes estao na Tabela 16.

A geometria (Z ou E) da dupla ligacao foi determinada através de
experimentos de nOe, utilizando a técnica de RMN de 'H (NOESY 1D). A
excitacao seletiva do sinal em & 6,48 (sinal do hidrogénio da dupla) observamos
incrementos no sinal em § 9,39 (hidrogénio do aldeido), assim, podemos afirmar
gue a geometria da dupla ligagao é £ (E 37, pg. 167).

Para determinarmos a configuragdc relativa dos grupos ligados ac
esqueleto principal utilizamos o experimenio de RMN de 'H (NOESY 1D).
Primeiramente incidimos um pulso seletivo sobre ¢ sinais dos hidrogénios do anel
ciclopropanico ern 50,34 e 50,55.

Ao aplicarmos um pulso seletivo sobre o sinal em § 0,34 (RMN de *H,
NOESY1D) observamos apenas o incremento no sinal do hidrogénic & 0,55 (E 38,
pg. 167). No entante quando aplicamos um puisc seletivo ao sinal em 6 0,55 (E

39, pg. 168) cbservamos incrementos nos sinais em & 0,81(H-30), & 1,52 (H-8), &
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0,80 (H-8) e menor em & 0,97 (H-18). Estes incrementos permitiram inferir a
posicdo endo para este sinal em relacdo ao triterpeno. O incremento com a metila
H-30, hidrogénios H-8 e H-18, num dos hidrogénios da posicao H-6, definem estas
posigdes como sendo A O incremento no hidrogénio (H-8) da fusdo dos anéis B e
C nos leva a afirmar que a fusao destes anéis é cis.

Continuando nosso estudo incidimos um pulso seletivo sobre o hidrogénio
carbindlico (H-3) & observamos incremenios (E 40, pg. 168) nos hidrogénios da
metila da posico 29 e de H-5 e de um dos hidrogé&nios nas posigdes 1e 2.

Através deste espectro e do anterior podemos afirmar que a fusdo dos
anéis AeB é frans.

Estudo conformacional

A conformacao do esqueleto do cicloartano gue ja foi estudado por Milon e
colaboradores que através de calculos de minimizacdo de energia e dos

incrementos de NOE propuseram tirés possiveis conformacdes para este

esqueleto, as quais estdo em equilibrio dindmico rapido. (Figura 18).

Figura 18. Conformacdes do esqueleto dos cicloartandis.

Estas trés conformacgtes se interconvertem rapidamente, porém cada uma
delas existe em proporgdes distintas relacionadas & estabilidade relativa de cada
uma. Baseado neste fato e observando os estudos de incrementos de nOe que
realizamos anteriormente podemos realizar um estudo das conformacgbes da
nossa molécula. Analisando ¢ incremento observado na metila 18 quando
irradiamos o H-19 endo e comparandc com as trés conformacgdes podemos

verificar gue este incremento sé poderia ser observado na conformagéo i
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Analisando as trés conformacBes em relaggo ao H-65 este apresenta incremento
quande o H-19 endo é irradiado, além do deslocamento quimico deste que € de
5 0,80 que & influenciado pele hidrogénic endo do anel ciclopropénico. Estas
observacdes indicam que a conformacao Hil pouco coniribui no esquilibriode §, Hl &
Il, pois nesta conformagdc H-75 € que estaria na posicdo axial e sofreria
influéncia quando irradiamos esta posigao.

Quanto & conformac@o dos anéis C e D, Milon observou incrementos em
um dos hidrogénios das posicbes H-7, H-15, H-12, H-17, H-11 e H-16, quando
irradiou a metila H-28 o que confirmaria a presenga da conformag2o 1. Na
conformacao il a distancia entre a metila H-28 e o H-11 (3,22 4) faz com que n&o
seja observado incremento em H-11 guando irradiamos esta metila, no entanto
como este sinal estd sobreposto com H-16 e € dificil concluir a respeiio da
presenca ou néo da conformagao H.

O que podemos afirmar pelos incrementos € que a conformacgio i &

oredominante em soluggo e que lil deve ser minoritaria.
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Tabela 16. Atribuigtes dos sinais (5 em ppm) de 'H (499,89 MHz) e C
(125,69MHz) para o cicloartenal, em CDCly.'®.

R=-CH,* R= .HC=0
Nedo C 8'H 3¢ 5'H 3 3¢ HMBC

1 118e 1,50 | 3206 1,26 e 1,58 (m) 31,96 -

2 162e1,72 | 30,48 | 158(8 me 1,78 (o, m) 30,48 .

3 322 7890 328(g dd J=11,5e4,0 78,82 2,4, 28,
Hz) 30

4 . 4058 - 40,42 -

3 1,27 4722 | 130(8 dd J=125e40 | 4708 -
Hz)

8 0,76e 1,82 21,17 | 0,80(8 dg, J=12,5:12.5 | 21,10 -

12,5e2,5Hz) e 1,60 {m)

7 113e 1,38 | 25,06 1,08 e 1,32 (m) 26,01 -

8 1,56 48,00 | 1,52(8 dd, J=120e4,0 | 4798 -
Hz)

9 - 20,12 - 19,94 -

10 - 26,25 - 26,06 -

11 1,12e2,09 | 26,60 1,10 e 1,98 (m) 26,42 -

12 1,75 33,02 1,83 (m) 32,88 -

13 - 45 40 - 45 37 -

14 - 48 91 - 4883 -

15 1,43 35,65 1,42 (m) 35,52 -

16 1482208 | 28,18 1,32 21,94 (m) 28,20 -

17 1,76 52,38 1,61 (m) 52 18 -

18 1,13 18,05 0,98 (3, 5) 18,08 12

19 0,28€0,55| 29,90 | 034(exc’,d J=45Hz) e | 29,71 | 1,8,9, 10

0,55 (‘endo’, d, J= 4,5 Hz)

20 1,62 35,94 1,45 (m) 35,99 17

21 1,12 18,31 0,93 (d, J= 86,0 Hz) 18,10 18, 22

22 1,30e 1,76 | 36,44 1,24 e 1,62 (m) 34,77 -

23 2,18e2,30 | 2502 20e23(m) 26,06 | 22, 24 25

24 5,47 12535| 648(id J=65e1,5Hz) | 15565 26

25 - 130,84 - 139,08 -

26 1,75 17 64 9,39 (s) 195,46 25

27 1,83 2570 1,76 (s) 0.17 | 24, 25 26

193 pilon, A.; Nakatani, Y.; Kintzinger, J.P.; Ourisson, G.; Helv. Chim. Acta 1989,

72, 1.
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Continuacio da Tabela 17
28 1,03 19,36 0,90 (&, 8) 19,32 -
29 1,14 25,49 0,97 {«, S) 2544 1 3,4,5, 30
30 0,99 14,04 0,81 (4 8} 14,00 3,4,29

b) Estudo da recompensa do iabelo de Maxiilaria friedrichstahiii
Reichenbach f.

Maxillaria friedrichsthalii & uma orquidea que possui um liguido transparente
viscoso no inicio e no final do labelo, que & coletado por abelhas. Este liquido foi
coletado e submetide a sililacdo e analisade por CG-EM (C 18). A analise dos
espectros de massas revelou a presenca de um friterpenc em sua composigao da
classe dos cicloartandis (MFC2F11) e o pico MF foi identificado como ¢ chiguimato
de tetra(irimetilsilila).

s
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C 18. Cromatograma de fons totais do extrato da recompensa de M. friedrichsthalii
sililado. Obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 um) 150°C-310°C(15min)
r=10°C/min inj. 260°C, f=1mLmin.

Coletamos 27 flores e obtivemos 100 mg de exirato de acetato de etila.
Este extrato foi submetido & cromatografia em coluna. Uma das fragbes foi
submetida a nove fracionamentc onde se obteve 8 mg de um composto
(MFC2F11) homogéneo em CCD. Este foi submetido &s técnicas de

espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.
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Analise do composto MFC2F11

O composto MFC2F11 (6 mg) foi analisado por CG-EM e verificou-se por
esta técnica a presenga de um Unico composto. No especiro de massas (E 41, pg.
169) observou-se o ion molecular de m/z 426.

O composto foi submetido &8 RMN de "H em CDCls e neste espectro (E 42,
pg. 168) pode-se observar um grande ntmero de sinais entre 50,80 e 2,00, entre
os quais sete sinais sd3o correspondem a metilas; em & 0,34 e 50,55 sdo
encontrados dois dubletos representandc os hidrogénios diastereotdpicos do
ciclopropano ligado ac anel B do triterpeno, além de um sinal complexo em 6 3,29
e um duplo tripieto em & 5,10, correspondendo, respectivamente, a um hidrogénio
carbindlico e uma dupla jligagio.

No espectro de RMN de °C {'H} foram observados 30 sinais (E 43, pg.
170). Em & 125,22 e 6 130,85 encontramos os sinais dos carbonos da dupla
ligacdo e em & 78,79 o sinal de um carbono carbindlico. Os demais sinais enire §
13,97 e 52,24 correspondem ao esqueleto do friterpeno e da cadeia lateral. O
espectro de RMN de "*C (DEPT 90 e 135) permitiu determinar a presenca de 7
metilas, 11 metilenos e 6 metinos (E 44, pg. 170).

Quando comparamos os desiocamentos de 'H e C com dados da
literatura encontramos grande similaridade com os obtidos para o cicloartenocl
(Figura 19} cujos dados de ressonancia magnética nuclear e conformacaes foram

revisados por Milon e colaboradores'®.

Figura 19. Estrutura do cicioartenol.
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Analisando o0s mapas de contorno do espectro de RMN de 2D
correlacionando 'H-°C a uma ligagdo (HSQC) podemos ver a correlagdo do
hidrogénio § 3,28 com o carbono em 78,79 e do hidrogénio em 65,10 com o &
125,22, além dos hidrogénios em & 0,34 e 0,55 com o carbono 629,88 (E 45, pg.
171; E 48, pg. 171; E 47, pg. 172). Apbs comparac@o com os dados da literatura
confirmamos gue ¢ composto isclado se trata realmente do cicloartenol,

Para estudarmos a configuraco relativa de alguns grupos ulilizamos a
técnica de RMN de 'H de diferenca de nQe, utilizando a técnica de NOESY 1D.
incidimos um pulso seletivo sobre o sinal em & 0,55 (H-19, endo}, e observamos
incrementos (E 48, pg.172) no sinal de H-8, em 60,81 (H-30) e 60,98 (H-18), além
do sinal do hidrogénio em & 0,34 ppm (H-19, exo) e 6 0,80 (H-6), o que nos
permite afirmar que todos estes sinais estdo na posicao £ O incremento do sinal
do hidrogénio H-8, permite afirmar que a fusdo dos anéis Be C é cis.

A posicdo B para a hidroxila, foi determinada através de um experimento de
RMN de 'H (NOESY 1D) (E 49, pg. 173) onde incidimos um pulso sobre o
hidrogénio carbindlico (H-3) e verificamos incrementos nos sinais da metila 29
() e de um dos hidrogénios nas posicbes 1 e 2 (o). Foram observados também
incrementos nos sinais do metino da posicéo 5 (&), permitindo caracterizar a fusio
dos anéis A e B como sendo frans.

Outro experimento de RMN de 'H (NOESY 1D) onde incidimos o pulso
sobre o sinal da metila 28 (E 50, pg. 173) e observamos incrementos nos sinais de
um dos hidrogénios das posigdes 16, 11, 15 e 12 que j& s8o esperados para esta
irradiacdo. Foi observado também um incremento para o sinal do hidrogénio na
posicao 17, que nos leva a assinalar sua posicao comoe a.

Através dos dados obftidos pelos espectros de massas, RMN uni e

bidimensionais identificamos todos os sinais do cicloartenol, estes dados se

encontram na Tabela 17.
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Tabela 17. Atribuicbes dos sinais (5 em ppm) de 'H (499,88 MHz) ¢ °C
(125,69MHz) para o cicloartenol., em CDCls.

literatura® MFC2F11
Posicao 5'H 5 B¢ 5 'H 8 Bc
1 1,18 e 1,50 32,08 1,25 (8. m) e 1,56 (o, m) 31,93
2 1,82e 1,72 30,48 1,58 (B mle 1,78 (o m) 30,33
3 3,22 78,90 323 {(a, dd, J=120e 4,0 78,79
Hz)
4 - 40,56 - 40,43
5 1,27 47,22 1,28 (e, m) 47 07
] 0,78e 1,62 21,17 0,78 (8. dd, J=125e 4,0 21,09
Hzie 1,58 (o, m)
7 1,13 1,38 26,06 1,10 (e me1,90 (L m) 25,98
8 1,56 48,00 1,54 (A dd, J=12,0e 4,0 47,95
Hz)
8 - 20,12 - 19,95
10 - 26,25 - 26,01
11 1,122 2,09 26,60 1,10 (@, my e 1,80 (B, m) 28,43
12 1,75 33,02 1,83 {xe A 32,84
13 - 45 40 - 4523
14 - 48,91 - 48,75
15 1,43 35,65 1,37 (e B m) 35,54
16 1,48 € 2,08 28,18 1,30 (B, me 1,81 (a, m) 28,11
17 1,76 52,38 1,58 (@) 52,24
18 1,13 18,05 0,97 (5. s) 18,00
19 0,28e 0,55 29,90 0,34 (‘'exo’, d, J~4,0Hz) e 29,88
0,55 (‘endo’, d, J= 4,5 Hz)
20 1,62 35,94 1,40 (m) 35,85
21 1,12 18,31 0,89 (d, J=86,5Hz) 18,20
22 1,30e 1,76 36,44 1,10 {m) e 1,45 (m) 36,30
23 2,18€ 2,30 25,02 1,86 (m) e 2,10 (m) 24,90
24 542 125,35 510({d, ~=65,65e 1,5 125,22
Hz)
25 - 130,84 - 130,85
26 1,75 17,64 1,62 (s) 17,61
27 1,83 25,70 1,68 (s} 25,70
28 1,03 19,36 0,90 (e, ) 19,27
29 1,14 25,49 0,97 (@, 8) 25,40
30 0,89 14,04 0,81 (8 s) 13,97
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c) Estudo da recompensa do labelo de Maxillaria brasiliensis

Brieger e lilg

Maxillaria brasiliensis apresenta em seu labelo uma pasta viscosa, as
abelhas a coletam rapidamente assim que a flor abre e a polinizam a fior.

88588?388%
11 i L4 b

= 3

C 19. Cromatograma de fons totais do extrato sililado da cera do labelo de M.
hrasiiensis obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 um) 150°C-310°C{15min)
r=10°C/min inj. 260°C, f=1ml/min.

O primeiro composto (MB) (47,6% do total) foi dado pela bilblioteca Wiley
275 com 98% de confiabilidade como sendo o tetra (trimetilsilil) chiquimato.

Procedemos a um fracionamento utilizando coluna cromatogréafica. Nesta
purificacéo obtivemos 1,5 mg de um composto (MB1). Este foi submetido & analise
por CG-EM (E 51, pg. 174).

Pelo CG-EM observou-se que o tempo de retencéo e espectro de massas
era semelhante & do cicicartenol que isolamos da recompensa de M.
friedrichsthalii. Os tempos de refengdc também s&@o muito semeihantes. Para
confirmar se realmente haviamos isolade o mesmo composto, MB1 foi analisado
por RMN de "H que confirmou que MB1 & realmente o cicloartenol.
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d) Estudo da recompensa do labelo de Maxillaria violaceo
punctata Rchb.f

Maxillaria violaceo punciata, apresenta uma pasta viscosa em seu Iabelo,
as abethas a coletam rapidamente assim gue a flor abre. O polinizador desta
espécie ainda ndo foi identificado, apenas verificou-se a coleta das secrecfes e a
polinizacao.

Coletamos a recompensa de 5 flores & submetemos a sililacéo e
analisamos por cromatografia gasosa acoplada z espectrodmetiria de massas (C

20).
Ahalmlwww
o MROZ
5% RO
49 3
E MROE
: MR
@ Eg MROT A
o ’\ et A . . r . ; .
tempo %Bf&) 15?09 '

C 20. Cromatograma de ions totais do extrato siiilado da cera do labelo de M.
violaceo punciata obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura de
forno de 150°C a 310°C (15min) a uma razaoc de 10°C/min e temperatura de injetor
de 280°C e fluxo constante de 1ml/min.

Com base nos espectros de massas podemos afirmar a auséncia de
triterpenos nesta recompensa € com o auxilio de padrbes identificamos os

compostos presentes na mesma (Tabela 18).
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Tabela 18. Composicio quimica da recompensa de Maxillaria violaceo punctata,
determinada por comparacdoc com padrbes.

Composto %in®no C1
Acido chiguimico 10,0/ MRO1
sorbose 8.0/ MRO2
umbeliferona 3.0
acido cindmico 27.0/ MRO3
Acido palmitico 17 .0/ MRO4
Acido oléico 4,0/ MROS6
Acido estedrico 8,0/ MRO7
Nio identificados 25,0 MROS

TOTAL 100,0

e) Estudo da recompensa do labelo de Maxillaria valenzuelana (A.
Rich) Nash

Em Maxillaria valenzuelana a recompensa esté em forma de fricomas, para
sua analise utilizamos 5 labelos gue foram extraidos com acetato de etila, sililados
e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (C
21).

Abundancia] IMVAT
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C 21. Cromatograma de fons totais do extrato sililado da cera do labelo de M.

tempo 0

valenzuelana obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 pm), temperatura de
forno de 150°C a 310°C(15min), 10°C/mi, 1mL/min.

Através da analise dos espectros de massas foram identificados os
compostos presentes nestes tricomas, sendo em sua maioria acidos graxes e uma
cumarina (Tabela 19).
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Tabela 19. Composicdo quimica da recompensa de Maxiliana valenzuelana,
determinada por comparaczo com padries.

Composto %in® no C 21
Acido chiguimico 15,0/ MV A1
sorbose 14,0/ MiVAZ
umbeliferona 10,0/ MVA3
acido cinamico 31,0/ MVA4
Acido paimitico 7.0/ MVAS
Acido oléico 1.5/ MVAS
Nao identificados 21,5
TOTAL 100.0

f) Estudo da recompensa do labelo de Maxillaria villosa (Barb.
Rodr.} Cogn.

Maxillaria viflosa possui sua recompensa em {ricomas gue s&o raspados por
abelhas. Sua constituicdo quimica foi determinada apds a extracdo de 4 iabelos
com auxilic de solvente {acetatc de etila), sililagao e anaiise por CG-EM (C 22},
comparacao com padroes e analise dos espectros de massas.

al!:iwaﬁmi&_
50 “: MV
w -
3 MVi7
2 3 MVie
1 MV MVIZ MVIS
N LI ' W Lo M
empo ° - b s TROMION V0. 98 ot s A . E ,
500 1000 1500

C 22. Cromatograma de ions totais do extrato sililado da cera do labelo de M.
villosa obtido em coluna HPS (30m, 0,25 mm, 0,25 um), temperatura de forne de
150°C a 310°C{15min),10°C/min, fluxo constante de 1mL/min.

Na Tabela 20 encontramos os compostos identificados nesta recompensa,
principaimente acidos de cadeia longa, um carboidrato e um aicano.
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Tabela 20. Composicao quimica da recompensa de Maxillaria villosa, determinada

por comparagéo com padroes.

Composio %I n°no C 22
Acido chiguimico 3,0/MVI
sorbose 4 /M2
Acido paimitoleico 4 O/MVI3
Acido palmitico 35, 0/NiVi4
Acido heptadecandico 2,0/MVIE
Acido oléico 8,0/MVI6
Acido estearico 12, 0/MVI7
Acido eicosanéico 4 O/MVIB
nonacesano 9.0/MVIS
Nao identificados 21,0
TOTAL 100,0

g) Estudo da recompensa do labelo de Maxillaria rufescens

Maxillaria rufescens, possui além de fragrancia, tricomas'® que séo
raspados pelas abethas. Analise histoguimica das papilas do labelo revelaram a
presenga de proteinas, amido e lipideos'®. Desta forma extraimos o labelo com
acetato de etila e procedemos a andlise por CG-EM (C 23).

Sbhundancia 4
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C 23. Cromatograma de fons totais do extrato sililado da cera do labelo de M.

rufescens obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 pm), temperatura de forno

de 150°C a 310°C(15min) a uma razdo de10°C/min e temperatura de injetor de

260°C e fluxo constante de 1TmbL/min.

1%4ginger, R.B.; Koehler, S.; Ann. Bot. 2004, 93, 39.
19ngvies, K.L., Turner, M.P, Ann. Bot. 2004, 93, 75.
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Nesia recompensa fol possivel identificar dois acidos orgénicos, dois
carboidratos € um hidrocarboneto (Tabela 21).

Tabela 21. ComposicBo quimica da recompensa de Maxillaria rufescens,
determinada por comparacio com padrdes.

Composto %{n°no C 23
acido chiquimico 10,0/MRU14
frutose 11,0/MRU2
sorbose 11,0/MRU3
acido palmitico 8,0/MRU4
acido estearico 30,0/MRUS
esqualeno 20,0/MRUS

TOTAL 100,0




2.4 Conclusdo parcial |

Este € o primeiro estudo envoivendo a quimica da polinizacdo em
Maxillariinae.

0O estudo dos volateis permitiram a identificacio de mais de cem
componentes diferentes entre hidrocarbonetos, aldeidos, mono & sesquiterpenocs
oxigenados e ndo oxigenados, entre outros. A analise de espécies proximas
filogeneticamente reforgou que espécies morfologicamente semelhantes se
utilizam de mecanismos quimicos diferentes para atrair os polinizadores.

O estudo da quimica da pseudoctpula foi o primeiro da Ameérica Latina ¢
também o primeiro da subtribo Maxillarinae. Em Mormolyca ringens ficou
svidenciado o mimetismo da planta com a rainha virgem e em Trigonidium
obtusum estudos fuiuros deverfo investigar se 0 Mesmo ocorre.

A guimica das recompensas florais revelou a presenca de triterpenos da
classe dos cicloartandis em algumas espécies enquanic outras tiveram como
principais constituintes acidos graxos e aiguns carboidratos.
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3 ESTUDO DO NECTAR DE SPATHODEA CAMPANULATTA

3.1 introducéao

O néctar é utilizado para atrair polinizadores e serve como alimentacéo para
insetos, formigas e larvas, entretanto e pouco estudado guanto a sua constituicao
guimica. A bibliografia sobre ¢ assuntc estd baseada na composicic dos
carboidratos'™®, proteinas, aminoacidos e ions inorganicos. No entanto poucas
investigacbes foram realizadas buscando a determinacdo de ouiros constituintes
quimicos. Estima-se que ouiros composios podem estar presentes devido a
toxidez de alguns néctares e pelo aroma de outros.

O transporie dos compostos secundarios no néctar n3oc € conhecido,
enirefanto o processo de secrecio esta bem estudado. O néclar é secretado por
glandulas chamadas de nectarios, localizadas em tecidos florais ou extraflorais,
podendo ser encontrade em varios fipos de tecidos incluindo calice, corolg,
estames e carpelo.

As plantas se modificam tanto morfologicamente guanto guimicamente a fim
de preservar sua sobrevivéncia. A toxidez do néctar estd associada & defesa das

plantas contra o "roubo”, mas é controlada para nao afetar a sua polinizacao.
3.1.1 Revisao sobre o estudo de néctar

As interagGes entre herbivoros, plantas e seus polinizadores sdc na maioria
das vezes, estudadas separadamente. Muitas piantas ac mesmo tempo em que
atraem os polinizadores tambeém procuram escapar da ac¢ao de predadores. Um
dos trabalhos mais interessantes encontrados na literatura realizado por Adler'™”

108

estuda a relacdo enire os hemiparasitas’™> em duas associacbes Caslilleja-

%6 pavis, A. R.; Pylatuik, J.D.; Paradis, J.C.; Low, N. H.; Planta , 1998, 205, 305.
%7 adler, L. 8., Wink, M., Bioch. Syst. Ecol. 2001, 29, 551.

% parasitismo caracterizado pela presenga de folhas verdes que permitem a
planta realizar a fotossintese e no qual o parasito $6 exiral do hospedeiro a seiva -
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Lupinus. Investigou-se a transferéncia de alcaldides quinolizidinicos dos
hospedeiros, Lupinus fexensis e Lupinus argenteus (Fabaceae) para folhas,
tecidos florais e néctar de Castilleja indivisa e Caslilieia miniata
(Scrophulariaceas), respectivamente. Foram encontrados aicaldides (esparteina,
lupanina, e citisina) nas folhas, célices e gineceu de muitas plantas de Castillgja.
Com o objetivo de extrair alcaldides do néctar realizou uma extracfo acido-base e
o extrato obtido foi analisado através de CG-EM. Para identificago dos alcaldides
determinou ¢ indice de Kovats e comparou os espectros de massas e os indices
de retenc@o da esparteina, lupanina e citisina. A quantidade de alcaldides foi
menor que 1 ug em 150 — 200 pl de néctar, o autor ndo descartou a possibilidade
de os mesmos terem sido obtidos através de uma contaminac8o na coleta ou no
manuseio no laboratdrio. Quanto a visitagdo de herbivoros foi observado um
menor {ndice nas plantas com maior quantidade de alcaldides, e estas puderam
produzir mais flores que foram menos atacadas e tiveram maior visita de
polinizadores'®'"°. Neste experimento foi comprovada a defesa quimica através
do sequUestro de alcaldides de uma outra planta, no entanto a presenca de
alcaldides no néctar ndo foi comprovada.

L. argentus C. miniata L. texensis C. insignis

A

esparteina o

citisina

lupanina
Cutro trabalho investigou a toxidez do néclar de Catalpa speciosa
(Bignoniaceae) em que as folhas, flores, frutas, casca do tronco s&o composias

1% Adler, L. 8., The Am. Nat., 2000, 156.
"0 Adler, L. S., Kardan, R, Strauss, S. Y., Ecology, 2001, 82, 2032.
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por uma mistura de 15 iriddides glicosidicos. Foi observado gue a larva
Cedratomia catalpae néo se alimenta das folhas desta planta mesmo quando
mantidas em inaniglo. Realizou-se um experimento para determinar se o néctar
de Calalpa speciosa continha iridéides glicosidicos através do fornecimento de
duas solugbes: uma contendo néctar de C speciosa e outra de sacarose.
Verificou-se que existe uma preferéncia pela solugdo de sacarose enguanto o
néctar quando consumido  provocou comportamentos  anormais  como:
regurgitacéo, locomogdo lenta e desorientada, o que evidenciou a presenca de
outros compostos no néctar. Realizou-se, entdo, outro bioensaio para investigar a
presenca de catalpol e catalposideo no néctar, forneceu-se entdo uma solucio
contendo estes dois compostos e uma solugao de sacarose. Observou-se que
também havia preferéncia pela soluco de sacarose. E importante cbservar que
nestes experimentos a toxicidade foi indiretamente atribuida, pois 0s iridéides ndo
foram detectados diretamente a partir do néctar. No entanto experimentos
realizados com os polinizadores de C. speciosa mostraram que 0s mesmos nao
s&o afetados pelos iridéides glicosidicos'"" o que é esperado.

Giuc
cataiposides

TH,0H

HoOH
catalpol

Em flores de Ochroma iagopus Swarlz {(Bombacaceae)
também foi observada a mortalidade de insetos em plantas dos
estados de S&c Paulo e Minas Gerais. O grande nimero de
insetos mortos sugere a presenga de ioxinas no néctar ou no
polen. Para avaliar a toxidez do néctar foram realizados

axperimentos confinando um grupo de 10 abelhas adultas em

""" Stephenson, A.; J. Chem. Ecol. 1882, 8 1025.
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uma placa de Pelri contendo um pequeno chumago de algodao embebido com 2
mL de néctar. O indice de mortalidade era maior assim gue 0 néctar era coletado
da fior e decrescia com o tempo, © Gue sugere gue 0s composios responsaveis
pelo efeito i6xico sejam volateis ou muito instaveis e facilmente degradavsis. O
gstudo dos consfituintes quimicos deste néctar levou 2 determinagdo dos
carboidratos glicose, frulose e sacarose e de dezesseis aminoacidos. Embora néo
tenha sido identificada a substéncia responsave! pela toxidez do néctar, ficou
evidente o ndo-envolvimento de aglicares ou aminodcidos "2,

Um fato comum é a presenca de compostos secundarios no mel, como o
mesmo & produzide afravés da coleta de néctar das plantas supde-se que os
compostos secundarios sejam provenientes do néctar coletado. A presenca dos
alcaldides pirrolizidinicos (entre eles senecifilina) no néctar de Senecio jacabeae L.
foi sugerida, pois estes alcaldides foram encontrades como contaminantes de mel

produzidos em regiées de alta concentragic desta planta.”™®
H
CH
H wa-z\ 2 OH
T Np—c2- -—c%fCHS

C=0

m o~

senecifilina

Além da hipbtese de que o0s compostos secundarios seriam o0s
responsaveis pela foxidez do néctar, oufras teorias existem. Ehlers & Olesen
relataram que nas orquideas das especies Epipactis purpurata e E. helleborine, a
toxidez & devida a presenca de etanol. Este composto néo seria produzido pela
planta, mas sim por microrganismos que infectam o néctar {provenientes do ar ou
de patas de vespas que o coletam). Apds beber o néclar, as vespas tornam-se
lentas e parecem intoxicadas.

"2 pgula, V.; Barbosa, L.C.A.; Denmuner, AJ.; Campos, LA Pinheiro, AL;
Ciéncia e Cultura 1887, 48, 274,
" peinzer, M. L.; Thompsonn P. A.;. Science, 1977, 195, 497,
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Alguns néctares apreseniam aroma acentuado e =2 identificacdo dos
constituintes volateis do néctar de fliores femininas e masculinas de Dactylanthus
taylorii, obtidos por hidrodestilagdo, revelaram que o mesmo & constituido
principaimente por esqualenc. A fragrancia compreende uma mistura de alcoois
butenilicos, pentenilicos, benzilicos e etil-fenilicos: nerol, geraniol & os ésteres
etilicos dos &cidos benzobico, salicilicc e cindmico. O néctar da inflorescéncia das
plantas femininas apresenta aproximadamente cinco vezes mais aicool benzilico
que as plantas masculinas. '™

Pelo acima exposto, pode-se perceber que o estudo do néctar em relacéo
aos seus constituintes minoritérios foi realizado apenas de formas indiretas, sendo
a detecglo destes compostos, de maneira direta, muito importante para confirmar
estas suposicbes e importantes para a compreensdo de sus funcao ecoldgica,
seja de controladores do roubo, atragdo de polinizadores e ac&o antimicrobiana.

3.1.2 Spathodea campanulata (Bignoniaceae)

Como pode ser observado no item anterior, o estudo
dos componentes do néctar até o momenioc, estd
relacionado & sua presenca em outras partes da planta, no
entanto nunca foi detectado e identificado quimicamente
diretamente do mesmo. Achamos que este fato ndo deveria

ser desprezado, mas que deveriamos buscar confirma-lo ou
nédo, aprofundando os estudos.

Spathodea campanulata pertence a familia Bignoniaceae e popularmente
chamada de tulipa africana ou tulipa de Gabon e é nativa da Africa e encontrada
abundantemente nos Camardes. Devido a sua resisténcia e 2 beleza de suas

""* Ecroyd, C.E.; Franich, R.A.; Kjroese, H. W.: Steward, D.;Phytochemistry 1995,
40, 1387.
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fiores, encontra-se espalhada pelo mundo, sendo utilizada na medicina popular no
tratamento de edemas, desinteria, lceras, gonorréia, diarréia e como antidoto’'>.
Flores desta planta sdo polinizadas na sua regiao de origem por passarcs €, no
Panama, por morcegos. O beijaflor da espécie Eupefomena macroura
(Trochilidae) freqlentemente visita as fiores e coleta o néctar direto da fior ou
perfurando os botdes na base da corola.

Existern varias afirnacdes de que o néctar desta planta € toxico por ser
comum a presenca de insetos mortos na pare interna das flores e algumas
especulagdes de morte de passaros. Por este motivo foi escolhida e porque
contém uma grande quantidade de nectar e pode ser encontrada em todo o
campus da Unicamp.

Tsamo foi o pesquisador que mais estudou os metabolitos desta planta. Do
exirato cloroformico do caule foram isolados quatro triterpenos: acido 3-B-
acetoxioleandlico (SC1), acido siaresinglico (8C2), 3- facetoxi-12-hidroxiclean-
28,13-olidio (8C3) e acido oleandlico (SC4)'*°. Este mesmo pesquisador isolou
também do caule o ftriterpeno acido spathodico {8C58) e o 3-0-4D-
glucopiranosideo sitosterol (SC86). Do extrato acetoacetilico das folhas foi isolado o
hidroxiesterol spatodol (SC 7) e o S-sitosterol (SC8).

Entre as plantas da familia Bignoniaceae & raro encontrarmos ftriterpenos,
apenas a f-amirina (8C9) foi encontrada em Bignonia unguiscaii € Halophragma
adenophyllum.

Extratos hexanicos, cloroformicos e aquosos da casca do caule foram
investigados a cerca de sua atividade antimalarial para Plasmodium berghei
berghei em ratos. Os extratos hexanico € cloroférmico apresentaram atividade
com supressao de 22 a 80% e 52 a 74%, respectivamente, quando submetidos a

doses de 50 a 400 mg/Kg'". Amusan'™® isolou os compostos ativos sendo eles ©

15 Nguela, S.; Nyasse, B, Tsamo, E. Sopndengam, BL.; Connoly, J.D;
Phytochemistry 1990, 29, 3959.

"% Nguela, S.; Nyasse, B.; Tsamo, .. Sopndengam, B.L.; Planta Medica , 1988, 5.
476.

"7 Makinde, .M., Amusan, 0.0.G., Adesogan, E.K., Planta Medica, 1988,122.

118 aAmusan, 0.0.G., Phyiotherapy Research, 1996, 10, 692.
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acido 3p-hidroxi urs-12-en-28-6ico (acido ursodlico) (8C10) e dois de seus
derivados: acido 34-hidroxi urs-12,18-dien-28-6ico (acido tomentosdlico) (8C11) e
o acido 33, 204-dihidroxi urs-12-en-28-6ico (8C12).

s8C12

Exiratos aquosos e butandlicos da casca do caule também apresentaram

atividade hipoglicémica em ratos, mas nao tiveram influéncia no nivel de insulina

em ratos diabéticos' %20,

"% Niyonzima, G., Scharpe, S., Vanbeeck, L., Viietinck, A. J., Laskeman, G. M.,
Mets, T., Phyfoterapy Research 1993, 7, 64.

28 Niyonzima, G., Vanbeeck, L., Viietinck, A. J., Laekeman, G. M., Withvrouw, M.,
Van Poel, B., Pieters, L., Paper D., De Clerg, E., Phytomedicine 1988, 6, 45.
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Quanto ao estudo do néctar desta planta, Trigo e Santos'*'sugeriram que a
mucilagem contida nos botdes e nas flores jovens pode estar dissolvida no néctar
podendo ser responsavel pela morie destes insetos. O pesguisador fez uma
observacdo no campo € encontrou maior mortalidade no dia em que as flores
abriram (96,8%), no segundo dia & mortalidade ja diminui muito (2,3%) e entre o
terceiro e o quinto dia cai para 0,3%. Entre os insetos morios encontram-se as
abelhas Scapiotrigona postica, que foram encontradas com pblen da planta em
suas patas. Bioensaios utilizando esta abelha mostraram que © consumo de
solugdo de sacarose e mucilagem (25%j foi menor em relacdo a solugdo de
sacarose e da mucilagem pura, indicando que a mucilagem estaria dissolvida nela.
No entanto € mais um estudo, entre tantos outros gue nac detecta a presenca de
compostos, mas sugere através de testes com substancias encontradas em outras

partes da planta.
3.2 Objetivos deste capitulo

Sabe-se que O néctar é uma das recompensas florais mais importantes
sendo uma das principais fontes alimentares dos insetos, borboletas, beija-flores e
que sao consumidos também por outros seres vivos. O mesmo apresenta elevada
concentracéo de carboidratos, enquanto os demais constituintes apesar de terem
sido extensivamente citados na literatura ndo foram ainda estudados de forma
direta. Este capitulo tem por objetivo estudar os constituintes do néeclar de
Spathodea campanulata com énfase na deteccéo e identificacdo de compostos

secundarios.

21 Trigo, J. R., Santos, W. F., Ver. Brasil. Biol, 2000, 60, 537.
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3.3 Resultados e Discusséo

3.3.1 Estudo de Metodologia para analise do néctar

Com o objetivo de encontrar a melhor metodologia para estudo dos
compostos secundarios foram realizados varios experimentos.
inicialmente, o néctar foi coletado de botdes e flores jovens com o auxilio de

uma seringa e o volume coletado variou de 30 ul. 2 400ul, sendo entdo liofilizado
e mantido sob refrigeracao.

a) Utilizagdo de Microcoluna com Octadecilsilano como Fase
Estacionaria

A fase estacionaria para cromatografia octadecilsilano (ODS) ou C-18 &
obtida da reacdo da silica com organosilancs, levando a formacgac de ligagtes
siloxano. Esta fase estacionaria € apolar e muito utilizada na cromatografia liquida
de alta eficiéncia no modo reverso.

Nesta otimizacao foram utilizadas microcolunas Sep-pak® da Waters. A
microcoluna foi condicionada com agua, metanol e acetonitrila bidestilados. Uma
aliquota de acetonitrila foi concentrada sob corrente de nitrogénio e analisada por
cromatografia gasosa, sendo considerada o “branco” da analise.

Teste utilizando o néctar sintético

Preparou-se uma solugéo contendo 50% de sacarose, 1% de linalool, 1%
de B-pineno e 1% de nerolidol. Um volume de 0,5 mL desta solugéo foi eluida
utilizandc a microcoluna de C-18, posteriormente foi lavada com 2,5 mL de agua
bidestilada e 2,5 ml de acetonitrila. A fragho organica foi seca sobre Na>SO; e
analisada por CG-EM. A massa de compostos organicos apolares foi de 0,8 mg
correspondendco a 53% da massa inserida na coluna.
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Analise do néctar de Spathodea campanulatia
Uma parte do néctar liofilizado (50 mg) foi dissolvido em agua (0,5 mbL).
Esta solucdo foi eluida na microcoluna, depois lavada com 2,5 mb de agua
sidestilada. Eluiu-se entio com 2,5 mL de acetonitrila bidestilada. A fase orgénica
foi seca sobre Na,SO., concentrada sob corrente de nitrogénio e analisada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Esta analise revelou

& inexisténcia de outros compostos além daqueles detectados no controle.

b) Cromatografia em Coluna Preparativa Utilizando como Fase
Estacionaria Silica Gel 230-400 Mesh

Buscando outra metodologia para analise do néciar de Spathodea
campanulatia, optou-se por empregar umsa coluna cromatogréfica contendo silica
gel. Esta fase & polar e retém os carboidratos, gue s&o moléculas polares.
Procedeu-se 0 empacotamento da coluna com acetaio de etila bidestilado.
Separadamente 300 mg de néctar liofilizado foram dissolvidos em metanol e
adsorvidos em silica gel. A sifica contendo o néctar adsorvido foi colocada na
coluna e a mesma foi eluida com acetato de etila, metano! e finaimente com
metanol/agua (1:1) para recuperar 0S compostos polares. A segunda fragao
acetoetilica coletada foi concentrada e submetida a analise em CG-EM, revelando

uma mistura complexa de compostos, conforme ¢ C 24.

: ﬁ&i kAE ey g
tampo
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C 24. Cromatograma de ions totais do nectar de Spathodea campanulata, obtido
em coluna HP5(30m, 0,25 mm, 0,256 pm), com ftemperaiura do forno de
35°C(5min) elevada a 290°C(15 min} a uma razéo de 4°C/min, com fluxo de gas
hélic de 1 mL/min e temperatura de injetor de 260°C.
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Dentre estes compostos desiacam-se a presencga de triterpenos (30
carbonos).

¢} Microextracaoc em Fase Sdlida

Buscando uma metodologia mais rapida que pudesse simplificar a coleta
dos compostos contidos no néctar investigamos o uso da micro-extracéo em fase
solida, um método desenvolvido recentemente e muito utilizado na analise de
fragos.

A Micro Extracdo em Fase Sélida (SPME, do inglés Solid Phase Micro-
Extraction)'® é uma técnica de exiraco e pré-concentracio rapida, simples e que
dispensa o uso de solvenies extratores e manipulacio excessiva da amostra,
descrita por Arthur e colaboradores no inicio da década de 90 e que tem sido
extensivamente estudada e aplicada a diversas matrizes como alternativa as
metodologias tradicionais. O seu principio basico é simples: uma fibra de silica &
recoberta com um filme de material sorvente (polimeros ou adsorventes stlidos), &
exposta & amostra ou ao seu espaco confinante (headspace). Os analitos contidos
na amostra ou no hedspace s&c sorvidos na camada de recobrimento da fibra; os
materiais extraidos podem ser entiio transferidos para um instrumento analitico
adequado para a sua separacéo, identificacdo e quantificagdo. Freqlentemente, a
cromatografia gasosa € a técnica instrumental empregada para as etapas de
identificacao e guantificagdo que se seguem & extragdo: a fibra & introduzida
diretamente no injetor aquecido do cromatografo, sendo os analitos coletados
dessorvidos termicamente e arrastados pelo fluxo de gas de arraste para a coluna
cromatografica. Pode-se fazer extragdes seletivas por escolha adequada do tipo
de material de recobrimento da fibra.

As fibras para SPME para uso com este dispositivo s@c fornecidas
montadas em uma agulha, sendo que este conjunto & rosqueado no aplicador.
Desta forma o aplicador é reutilizavel, bastando trocar o conjunto (fibra+agulha)

122 pawtiszyn, J.; Sofid phase microextraction: feory and practice, , Wiley —VCH,
inc. ,1997.
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guando necessario. Os fundamenios no desenvolvimento de metodologias de
SPME — envolvendo otimizagéo de pardmetros como posicao da fibra no injetor do
CG, temperatura e tempo de dessorgao, condigbes de foco dos analitos na ponta
da coluna cromatogréfica, tempo e femperatura de extraggo, velocidade de
agitacdo da amostra liquida durante a extracéo; pH e forga ibnica da amostra,
dentre outros, ja foram abordados na literatura.

Em comparagao com oufras iécnicas de preparo de amostra, a SPME
apresenta uma serie de caracteristicas interessantes. Ela € mais rapida e
operacionalmente mais simples que muitas das iécnicas tradicionais; alem disso,
nac exige equipamento analitico especialmente modificado e dedicado a esta
finalidade. © manuseio reduzido das amostras em comparacéo as técnicas
convencionais minimiza a possibilidade de artefatos. Os analitos podem ser
extraidos e transferidos diretamente ac cromatografe gasoso, sem intervencao de

solventes extratores cujo uso, pode ser uma fonte de contaminantes.

Analise do néctar

Resolvemos utilizar esta técnica na analise de componentes do néctar de
Spathodea campanulata. Para istc escolhemos uma fibra contendo
polidimetilsiloxano (PDMS) como adsorvente, com espessura de recobrimento de
30 pm. Este recobrimento utilizado para adsorgéo de analitos nao polares e é
estavel em agua e solventes organicos misciveis em agua. A fibra foi estabilizada
(uma hora a 250°C ) conforme sua especificaggo em um cromatografo gasoso e
inserida no néctar durante uma hora, a 30°C (Figura 20). Para manter a
homogeneidade do néctar utilizou-se agitagéc magnética. Apos este tempo a fibra
foi levemente lavada com agua e seca com papel absorvente e introduzida no

injetor de um CG-EM para analise dos compostos adsorvidos.
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Figura 20. Analise por SPME utilizando néctar de 5. campanuiata.

Foi obtido um cromatograma no qual ndc foram detectados compostos

Organicos.

d} Extracdao com Solvente Orgénico

Como as fécnicas usadas até o momento envolviam uma grande
quantidade de sclvente organicc em relacdc a quantidade de compostos
secundarios no néctar, decidiu-se fazer uma extracdo simples com solvenie
orgénico. Para isso foi utilizado 2 mi. de néctar e 1 mL de acetato de etila. A
dificuldade experimental foi a formagdo de emulsdc e a necessidade de uma
grande quantidade de sulfatoc de sodio para eliminagdc da agua. A fragdo foi
concentrada em fluxo de nitrogénio e analisada por CG-EM (C 25).
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C 25. Cromatograma de ions totais dos compostos (AFN2B) obtlidos do néctar de

i

Spathodea campanuiata, através de extrac@o com acetato de etila.
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Como podemos observar, neste especiro apareceram dois sinais principais,
além dos triterpenos encontrados no método onde empregamos a coluna de silica

gel.

3.3.2 Identificagdo direta dos compostos presentes no néctar

a) Analise de carboidratos

A maior parte do néctar & constituida de carboidraios & a composicao
quimica destes compostos também varia entre as plantas. Um dos métodos para
asta determinacao de carboidratos € a utilizaco de CG-EM através da sililagéo da
mistura encontrada no néctar e de padrdes também derivarizados.

A fracao aguosa obtida da coluna de silica foi liofilizada e seca em
dessecador sob vacuo e pentdxido de fosforo. Posteriormente procedeu-se a
derivatizagao por sililagio e analisou-se a mistura por CG-EM (C 26).
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C 26. Cromatograma de ions totais do néctar de S. campanulata sililado, obtido
em coluna HP5, 30m, 150°C-290°C(15 min), r= 2°C/min, f= 1,3 mL/min.

Objetivando  determinar a constituigdo guimica desses carboidratos
procedeu-se a sililagao de padroes. Os padrdes apos sililagac foram injetados com
a mistura de carboidratos. Desta forma confirmou-se a composicao dos
carboidratos do néctar de Spathodea campanulata (Tabela 22).
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Tabela 22 Composicao dos carboidratos encontrados na fragdo aquosa do néctar
das flores de S. campanulata

N° do pico Composto % no néctar
sililado/m® no C
28
1 sorbose 8.0/SC13
2 frutose 22.0/8C14
3 glicose 40,0/SC15
4 manocse 29 98016
5 Sacarose 2,1/8C17
TOTAL 00,0

b) Analise dos compostos secundarios presentes no néctar

Através dos espectros de massas de alguns compostos e da resposta da
biblioteca Wiley275 procedemos a injecdo de padrdes disponiveis no laboratorio:
colesterol, estigmasterol, cicloartenol, ergosterol, acido palmitico e eicosanol.
Destes confirmamos a presenca de estigmasterol e colesterol no néctar de S.
campanulatta (E 52, pg.174). A biblioteca Wiley 275 do EM sugeriu também a
presenca do pentaacetatc de « e BD-glucopiranose. injecgdo do néctar com
reforco destes dois padrdes foram realizadas e confirmou-se a presenca destes

compostos.
3.3.3 Analise indireta dos constituintes do néctar

Durante a coleta do néctar das flores observou-se que a sépala, antes da
abertura da flor, continha um fiquido. Resolvemos fazer uma analise desse liguido
por cromatografia em camada delgada onde se observou uma mistura de
compostos, sendc entdo submetidos a derivatizagdo com BSTFA e analisados por
CG-EM (C 27).
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¢ 27. Cromatograma de fons fofais do liqguide da sépala de Spathodea
campanulata. Obtido em coluna HP5 (30m, 0,25 mm, 0,25 pmj, com temperatura
do forno de 35°C(5min) elevada a 280°C(15 min) a uma razido de 4°C/min, com

fluxo de gas hélio de 1 mi/min e temperatura de injetor de 260°C.

Os espectros de massas revelaram gue esta mistura & composta por
triterpenos e alguns esteroides, alguns destes encontrados no néctar. Como ©
isolamento de compostos do néctar nao & possivel devido a sua baixa
concentragio, decidimos realizar uma extracdo e fracionamento desses

compostos e para caracteriza-los e utiliza-los como padrdes.

a) Extragdo dos constituintes do liquido da sépala e

fracionamento

Alguns destes composios estdo presentes no nectar € buscando iscla-ios
extraiu-se 200 mL deste liquido com acetato de etila e obteve-se desta forma 120
mg de um Glec amarelo visCOSO € uma massa esbranquicada. Como se tratava de
uma mistura de triterpenos e derivados destes optou-se por proceder sua
separago cromatografica. Este extrato foi submetido 2 cromatografia em coluna,
utilizando como fase estacionaria silica gel 230-400 Mesh impregnada com nitrato
de prata (10%) e como fase movel gradientes de hexano/acetato de etila como
eluente. As fractes foram coletadas em frascos com 10 mL de volume e

submetidas a CCD utiizando como eluente hexano/acetato de etila nas
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proporgbes 4:1 nas fragbes mais apolares ¢ 1:1 nas mais polares. Foram obtidas
varias fragbes das quais foram analisadas por metodos fisicos: AFLV4 e SC10.

b) Analise da fragéo 5C18

ima das fragbes analisadas SC18 foi submetida & CG-EM {C 28), apesar
de nao estar pura foi submetida a analise por RMN uni e bidimensional.

O espectro de massas (E 53, pg. 175) do composio principal de SC18 foi
comparado com os dados da biblioteca Wiley275 que indicou, com 98% de

similaridade, cicioeucalenol.
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C 28. Cromatograma de ions totais do liquido da fracao SC18. Obtido em coluna
HP5 (30m, 0,25mm, 0,25.m) utilizando um programa de temperaturas de 35°C(5
min)-290°C(15 min), a uma razao de 4°C/min e fluxo de hélio constante de 1

mb/min e temperatura do injetor de 240°C.

No espectro de massas deste composto observou-se 0 ion molecular com
m/z 426, correspondendo a formula molecular CaoHseO. O ion com m/z 408
corresponde & perda de 18 u.m.a. correspondendo a uma molécula de agua. A
saida subseqiiente de uma metila fornece o fon com m/z 393. Na Figura 21
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encontra-se uma sugestao da literatura’®® para a fragmentagao do ciclosucalenci,

que coincide com ¢ que é visto no especiro de massas.

miz = 411

mfz w300 mfz =175

Figura 21. Fragmentacao proposta para o cicloeucalenol'®.

O ponto de fuséo e a rotagao especifica foram medidos e comparados com

o da literatura'?*. Quanto ao ponto de fus&o ndo coincidiu com © encontrado na

123 \waller, G.R., Biochemical Applications of Mass Spectrometry,Library of
Congress Catalogur Card Number, 251-290 e 351-286, 1972,
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literatura, mesmo quandc ¢ composto foi submetido as mesmas condi¢cbes para
eliminar agua (100°C, sob vacuo por 3 horas). Obtivemos um valor de 110°C
enquanio gue o descrito na literatura foi de 140°C. Esta incompatilidade de valores
pode ser explicada pela impureza da nossa amostra. Quanto 3 medida da rotacéo
Optica obtivemos um valor de [()L]gz(} + 44,8° (CHCI;, ¢ 4), enquanto a literatura
descreve um valor de [o] 2 +45° para o mesmo solvente.

Foram realizados também experimentos de ressonancia magnética nuclear
através de técnicas uni e bidimensionais.

No especiro de RMN de 'H (E 54, pg. 175} encontramos dois dubletos em 5
0,14 e 0,35 (J= 4,0 Hz) correspondendo a um hidrogénioc cada, estes sinais s3o
caracteristicos de hidrogénios diastereotépicos de iriferpenos que possuem um
ciclopropane ligado nos carbonos 9 e 10. Além destes sinais uma série complexa
de sinais entre 0,50 e 2,40 ppm correspondendo a hidrogénios metilénicos e
metinicos dos anéis do triterpeno e das metilas angulares ligadas a eles. Em &
3,10 encontra-se um sinal complexo que corresponde a um hidrogénio carbindlico.
Foram observados dois sinais com integracéo para um hidrogénio cada um, em &
4,60 (d, J= 1Hz) e 5 4,71, esta regido corresponde a regiao de duplas ligactes,
que sugerem uma dupla terminal.

O espectro de RMN de "°C desacoplado de 'H (E 55, pg. 178) apresenta 30
sinais, correspondendo a 30 carbonos. Analise deste espectro juntamente com o
espectro de RMN de "°C (DEPT 135 e 90) (E 56, pg. 176) mostraram um carbono
sem hidrogénio em & 156,65, correspondendo a um dos carbonos de uma dupla
ligagao e em & 105,75, observa-se um metileno, que foi atribuido a2 uma dupla
ligacao terminal. Em & 76,44 encontramos um metino que pela regido em que é
encontradc deve ser de um carbono ligado a oxigénio, o que & confirmado pela
formula molecular (C30Hs00) e o espectro de infravermetho (banda de hidroxila).

No espectro de RMN de °C (DEPT 135 e 90) pode-se observar a presenca de 12
metilenos, § metilas e 7 metinos.

'# (a) Cox, J.S.G.; King, T.J.; King, F.E.; J.Chem. Soc. 1955, 1384. (b) Cox,

J.85.G,; King, T.J.; King, F.E; J.Chem. Soc. 1959, 514. (c) Ourisson, G.; Crabbé;
Rodig, O. R.; Tefracyciic Triterpenes, Editions Scientifigues Hermann, 1964.
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Comparando os dados obtidos afravés destes especiros com os dados da
125128 para o cicloeucalenol (SC18), verificamos que sdo coincidentes. Na
Tabela 23, encontramos os deslocamentos quimicos do composto.

Através de experimentos de RMN de *H (NOESY 1D) realizamos o estudo
da configuracéo relativa de alguns grupos desta molécula. Incidimos um pulso
sobre o hidrogénio “endo” diastereoidpico na posiggo 18 (E 57, pg. 177) e

fiteratura

observamos ¢ incremento dos sinais dos hidrogénios ligados ao carbono 4 |, na
metila 30, no hidrogénio da posicdo 19 (endo) e em um dos hidrogénios da
posicao 6, sinais estes que estdo todos na posicao £ O incremento no hidrogénic
da fuséo dos aneéis B e C (H-8) permite afirmar que esta fusao & c¢is.

Seguindo nossos estudos incidimos um pulso sobre o sinal no hidrogénio
carbinglico (H-3} e observamos incrementos (E 58, pg. 177) em um dos
hidrogénios das posiges 1 e 2 e na metila H-30 (a). No entanto o incremento
mais imporiante na determinacdo da conformagao foi o observado para o
hidrogénio da posi¢&o 5, através do qual podemos atribuir 2 fus3o entre os angéis A
e B como sendo frans. Estes experimentos permitiram também atribuir a posicao 8
para a hidroxila.

A confirmacéo da posicdo do grupo ligado ao carbono C-17 foi obtida pela
irradiacdoc da metila na posicdo H-29 (o), onde obteve-se incremenios nos
hidrogénio H-17 fixando esta posicdo como sendo o, conseqiientemente o outro
grupo ligado a este carbono (R) pode ser atribuido como estando em posicéo 8
Outros incrementos foram observados em H-11, H-16, H-15, H-12 e H-7
permitindo inferir a posicdo o para estes sinais (E 59, pg. 178) .

Desta forma, foi possive! atribuir todos os sinais de RMN do cicloeucaienol,
que estdo de acordo com a atribuicdc de Kikuchi e colaboradores '?°(Tabela 23).

125 Kikuchi, T.; Kadota, S., Tsubono, K.; Chem. Pharm. Bull., 1986, 34, 2475,
128 Chari, V.M.; Khuong-Huu, F_; Sangare, M.; Bekarert, A.; Devys, M., Barbier, M.
Lucas, G.; Tefrahedron Lett 1978, 22, 1787.
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Tabela 23. Deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos para o
ciclosucalenol (CDCls, 300, 067 MHz).

literatura'™ SC18
Posicdo 5 'H 8 ¢ 5 'H{ppm) & “Cl{ppm)
1 1,55e¢128 | 30,88 1,53 (e, m e 1,27 (8. m) 30,74
2 1,98e142 | 3490 1,97 (o, m) e 1,40 (8. m) 34,75
3 3,21 76,684 3.22(q, ddd, J= 11,0, 87 e 4,5 Hz) 76,44
4 1,16 44 69 1138 m) 44 51
5 1,20 43 43 1,18 (&, m) 4325
& 187e0,58 | 2473 1,65 (o, mye 0,55 (8, dg, J=12,2; 24,63
12,5; 12,5 e 2,5 Hz)
7 105130 | 2522 1,00 (m) e 1,28 (m) 25,13
8 1,58 48,90 1,56 (8, dd, J=12.5 4,02 46,80
9 - 23,65 - 23,51
10 - 29,65 - 29,46
11 120e1,97 | 27,08 1,19 (m) e 1,99 (m) 26,92
12 1,62 32,99 1,60 (m) 32,81
13 - 45 45 - 45,27
14 - 49,00 - 48,81
15 1,30 3542 1,27 (m) 35,29
16 130192 | 28,18 1,30 (m) e 1,90 {m) 28,08
17 1,62 52,31 163 (m) 52,11
18 0,97 17,84 0,97 (B, s) 17,77
19 0,14e038 | 27,28 0,14 (‘exo’, d, J= 4,5Hz) e 0,38 27,20
{‘endo’, d, J=40 Hz)
20 1,40 36,21 1,41 (m) 36,06
21 0,89 18,42 0,90 (d, /76,5 Hz) 18,30
22 114e157 | 3513 1,12 (m) e 1,58 (m) 34,93
23 188e212 | 3141 1,80 (m) 2,10 (m) 31,26
24 - 156,89 - 156,65
25 2,23 33,90 2,20 (sept, = 7,0 Hz) 33,75
26 1,02 22,06 1,02 (d, J= 6,5 Hz) 21,96
27 1,03 21,94 1,0 (d, J= 8,5 Hz) 21,83
28 466 106,05 4,66 (d, J=1,0 Hz) e 4.71(1H) 105,75
29 0,89 19,21 0,90 (s) 19,10
30 0,98 14,46 0,98 (d, /= 6,5 Hz) 14,37

108




d) Analise da fracdo SC19

Outra fragao da primeira coluna cromatografica foi submetida & purificagéo.
Apés varias tentativas utilizando coluna cromatografica com silica gel e silica gel
impregnada com 10%, 20% e 30% de nitrato de prata eluida com varios sistemas
de eluentes, placas preparativas com estes sistemas nao foi possivel a separacéo.

Quando comparamos estes especiros com os da biblicteca Wiley 275 o
verificamos alta similaridade com a o-amirina e f-amirina (E 60, pg. 178) . Para
avaliar se na composi¢do da mistura estes compostos estavam presentes foram
realizados espectros de RMN de "°C desacoplado (E 61, pg. 179). Comparando

com a literatura'™, encontramos sinais que comprovam a presenga destes
compostos na mistura (Tabela 24).

'27 Mahato, S.B.; Kundu, A ; Phyfochemistry 1994, 37, 1517.
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Tabela 24. Dados de RMN de "°C das « e famirinas da literatura e da mistura
SC18.

< Ho? 5
2% 23 o-amirina 4 B famirina
a-amirina f-amirina
N°do C literatura SC19 literatura 8C19
1 38,7 38,68 38,7 38,78
2 27,2 27,26 27.3 27,38
3 78,3 78,82 78,0 78,01
4 38,7 38,56 388 3878
5 55,2 55,18 477 47,73
6 18,3 18,30 37,6 37.17
7 32,9 32,90 32,8 32,80
8 40,0 35,88 38,8 38,56
9 47,7 47 69 477 47,62
10 36,9 36,93 37,8 38,03
11 23,3 23,34 23,8 23,51
12 1243 124,40 121.8 121,78
13 139,3 139,57 1451 145,18
14 42,0 42 06 41,8 41,69
i5 287 28,60 26,2 26,13
16 266 26,63 27,0 27,20
17 337 33,73 325 32,50
18 58,8 58,04 47 4 47,20
19 39,6 39,59 45 9 48 80
20 38,6 39,64 31,1 31,08
21 31,2 31,24 348 34,72
22 41,5 41,51 37,2 37.15
23 28,1 28,21 28,2 28,11
24 15,6 15,61 15,5 15,49
25 15,6 15,67 15,8 15,57
26 16,8 18,78 16,9 16,85
27 23,2 23,25 260 26,05
28 28,1 28,08 284 28,40
29 17,4 17,48 33,3 33,33
30 21,3 21,39 23,7 23,68
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3.3.4 Andlise dos componentes volateis do néctar

Com © objetive de realizar um estudo completo realizamos a coleta dos
compostos volateis do néctar, que apresenia um aroma acentuado. Para esie
estudo ulilizamos o método de coleta dindmica que ja foi exiensivamente utilizado
neste frabatho e no nosso grupc de pesquisa.

Néctar fresco foi coletado e colocado em um baldo de fundo redondo e
mantido a 30°C, um sistema adequado para coleta de volateis utilizando como
adsorvente Porapak-Q®, apés 3 horas os voldteis foram dessorvidos com
diciorometano e submetidos a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Assim obtivemos o cromatograma C 28 onde podemos observar a
presenca de dois compostos, um deles majoritario.

Abyngancia S420
80

80
40

= sC21

tddddt b rs e Ee g le

G 3 . L . . -
T T T ¥ T T T T T ¥ T T T T ¥ T
tempo 5.00 1400 1500

C 28. Cromatograma de ions totais dos compostos volateis do néctar de
Spathodea campanulata.

Obtivemos os indices de retencac para os dois compostos e comparamos
com o espectro de massas e realizamos injecdo como reforco de padrac que
permitiu a identificacio do pico 2 como o 1-octen-3-ol. A fragmentacdo do
especiro de massas para o composto 1 foi coerente com a 1-octen-3-ona (E 62,
pg. 178).

Para confirmar a presenga deste composto realizamos a oxidacdo do 1-
octen-3-ol para a cetona correspondente (Esquema 3), realizamos a inje¢do com

reforco deste padrao o que confirmou a presenca do composto 1.
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Esquema 3. Reacéo de oxidacdo do 1-octen-3-ol.

3.3.5 Investigacdo da toxicidade do néctar e AFLVT, SC18 e SC19
para abelhas e borboletas

Como ja foi comentado anteriormente, a maioria dos constituintes do liquido
da sepala s&0 encontrados também no néctar e nas flores de S. campanulatta sao
encontrados muitos insetos mortos (abelhas, vespas, formigas, etc.). Buscando
investigar a causa dessa morte o Dr. Volker Bithrich (IB/Unicamp) juntamente com
seus alunos realizou um experimenio em que abelhas e borboletas foram
colocadas na presenca de solucéo de sacarose, solucic de sacarose contendo
4% de AFLVT(extrato bruto da vesicula) e outras duas contendc?% dos seguinies
fragbes: SC18 e SC19. No entanto como foram usados borboletas e insetos
coletados no campo eles ndo aceitam a dieta e acabam morrendo de inanicao e
iutando para sair do cativeiro.

Outro experimento foi realizado utilizando agora o extrato total da sépaia
(AFLVT) em sacarose e o néctar em um bebedouro para passaros. Estas solugdes
foram trocadas todos os dias e colocadas préximo de ninhos de abelhas. Também
foram realizados experimentos com formigas, onde as mesmas foram alimentadas
com estas solugbes durante vérios dias. Em nenhum destes experimentos foi
observada morte das abelhas e formigas utilizadas no experimento.

Um terceiro experimento utilizando néctar da planta em um bebedouro
atraiu inseios e beija-flores, nc entanto os mesmos consumiram o néctar

normalmente sem apresentar nenhum comporiamento andmalo.
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3.4 Conclusdo parcial Il

O estudo do nectar de Spathodea campanulata envolveu o dsterminacgéo
dos constituintes volateis, carboidratos e permitiu a deleccdo direta de
constituintes secundarios, além da identificagdo de alguns dos mesmos.

tste € o primeiro trabatho da literatura onde foram detectados compostos
secundarios (exceto carboidratos) no néctar. A metodologia que utilizamos
permitiu identificar no nectar de Spathodea campanulafta: c-amirina, A-amirina,
cicloeucalenol, colesterol e estigmasterol. Outros triterpenos estdo presentes, no
entantc os métodos que empregamos para sua purificacdo foram ineficientes. O
estudo dos volateis revelou a presenca de dois constifuintes gue sao feroménios
de inselos e poderiam desta forma esiar atuando na atragdo destes. No entanto
nao foram realizados testes de campo.

Todas as soluches iestadas nao se revelaram iOxicas para uma série de
insetos testados. O Dr. Volker Bithrich sugere que os insetos morrem afogados na
tentativa de “roubar” o nectar, pois as paredes da flor s80 escorregadias, o que
pode ser uma estratégia da flor contra os ladrdes, pois a mesma € polinizada por
passaroes.
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4. ESTUDO DAS RELAGCOES ECOLOGICAS ENTRE DUAS
ESPECIES DE ABELHAS MELIPONIINAE

4.1 Introducdo

Ja falamos um pouco sobre as abelhas sem ferrdo que participam do
fendmeno de pseudocépula. As abelhas possuem varios mecanismos de
comunicagao e utilizam os feroménios que séo produzidos por varias glandulas
encontradas principaimente na cabeca e no abdémen. A funcdo destes ainda é
pouco conhecida e o interesse do estudo dos compostos quimicos envoividos
nesta relacao tem aumentado.

Como as glandulas da cabeca
{mandibular, labial, hipofaringeal) sd0 muite glandulas

o hipofaringeais
pequenas & apenas alguns especialistas

3

conseguem  dissecar as  mesmas, antena
normalmente o que € estudado & o extrato
cefalico da cabeca. Estudos de extratos glandulas™
cefalicos de vérias espécies de abelhas labiais
permitiram a identificacido de uma série de
componentes: entre eles: alcanos, alcenos, cabega glanduias
mandibulares
acidos, cetonas, heterociclos, compostos
aromaticos, ésteres, alcoois, terpenocs, etc'®'® enzimas como as esterases
também fazem parte destes exiratos.
Qutra glandula importante é a glandula de Dufour, encontrada no abdémen
de fodas as fémeas dos himendpteros. Nas abelhas esta localizada préximo ao
canal vaginal e sua secrecdo & liberada por este. Em abelhas solitarias produz

substancias hidrofobicas que sdo usadas no ninho e na protecdo dos ovos das

'?® Francke, W.; Lubke, G.; Schroeder, W.; Reckziegel, A.; Imperatriz-Fonseca, V.:
Engels, E.; Harlfelder, K.; Radtke, R.: Engels, W. J. Braz. Chem. Soc. 2000, 717,
562.

%% Schmitt, T.; Strohm, E.. Herzner, G.: Bicchi, C.; Krammer,G.; Heckel, F
Schreier, P.; J. Chem. Ecol. 2003, 29, 2469.
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flutuagbes de humidade e contra infestaces por microrganismos’™, nas abelhas
sociais ainda ndo foi determinada sua fungdo. O estudo dos constituintes destas
glandulas revelou a presenga de lactonas macrociclicas saturadas de 18-28
carbonos e ésteres isopentenilicos™, alcanos, alcoois, aldeidos, cetonas e
acetatos de cadeia longa, ésteres derivados do geraniol', alcenos e acetatos de
cadeia longa'™.

Cutras glandulas importantes localizadas no abddémen das abelhas sao as
giandulas de cera que produzem ceras utilizadas na construgédoe dos ninhos, aiém
de ser um imporiante semioguimico no reconhecimento entre as castas (nas
abelhas sociaisg), interespecifico e para a reproducado. Sua constituicdo basica é de
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, dcidos carboxilicos, ésteres de cadeia longa'™.
Ja citamos antericrmente no Capitulo 2 a importancia destes composios para a
atracio e pseudocopula.

Durante nossos estudos tivemnos contaio com grupos de pesquisa que
frabalham com abelhas e nos foi proposto o estudo de uma relagdo ecologica
temporéria entre as espécies de abelhas Meliponiinae: Melipona scutellaris
Latreilie, 1811 e Melipona rufiventris Lepeletier 1836. Uma colbnia de Melipona
scutellaris foi invadida por uma coldnia de Melipona rufiventris, este tipo de
invas@o ocorreu na Fazenda Aretuzina de propriedade do Dr. Paulo Nogueira e ja
tinha sido relatada em seu livro: Vida e criagcdo de abelhas sem ferrd0'™. Uma
colaboradora deste pesquisador, a Dra. Eda Flavia Lotufo verificou o fenédmeno
novamenie na mesma fazenda e propds o estudo das ceras encontradas sobre o
corpo das abelhas da colbnia comum e das coldnias independentes, todas da
Fazenda Aretuzina. O autor cita que isso ja havia ocorrido e que apos um tempo a
colbnia invasora saiu da colbnia invadida.

30 Michener, C.D.; The bees of the world, The Johns Hopkins University Press,
Massachussets, p. 913, 2000.

31 Dulfield, R.M.: LaBerge, W.E.; Cane, J.H.; Wheeler, JW.; J. Chem. Ecol. 1982,
8, 535.

32 patricio, E.F.; Lépez, L.C.; Maile, R.; Morgan, E.D.; Apidologie 2003, 34, 359.
13 Abdalia, F.C.; Jones,G.R.; Morgan, D.; Cruz-Landim, C.; J. Braz. Chem. Soc.
2004, 15, 621.

34 Simmons,L.G.; Alcock, J.; Reeder, A.; Animal Behaviour 2003, 65, 677.
%% Nogueira, P.; Vida e criacdo de abelhas sem ferrdo, Ed. Nogueirapis, 2000.
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Realizamos uma vasta procura na literatura buscando encontrar ouiras
citagbes scbre o fendmeno e sobre os compostos quimicos envolvidos na relacao,
no entanto nada foi encontrado, mesmo quando buscamos por cutros insetos.

Decidimos entdo realizar o estudo da constituicdo quimica das ceras
secretadas pelas glandulas que se encontram no abdémen de operarias de 4
colbnias:

- 2 colbnias de Melipona rufiventiis, sendo uma delas a colbnia pura (s6 com
individuos de M. rufiventris) e da colnia invasora {mista).

- 2 colbnias de Melipona scutellaris, sendo uma delas a colénia pura (s6 com
individuos de M. scutelaris) e da coldnia invadida {mista).

4.2 Objetivos do capitulo:

Esta parte do trabalho teve como objetivos o estudo da constituicdo guimica
das ceras de operarias de 4 colénias acima citadas e a comparacac desies
constituintes buscando verificar se a convivéncia entre as especies provocou
alguma alteracao quimica.

4.3 Discussio dos resultados

4.3.1 Coleta das abelhas e obtencao dos extratos

As abelhas (3-5 unidades de cada coldnia) foram coletadas na Fazenda
Aretuzina (S&o Simao - SP) sendo imediatamente congeladas e fransportadas
para o Instituic de Quimica — Unicamp.

Para a obtengéo do exirato da glandula lavamos o abddémen das operarias
com hexano bidestilado, evaporamos com auxilio de fluxo de nitgrogénio e
obtivenos de 0,3 a 0,5 mg de um material na forma de cera branca.
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4.3.2 Analise dos extratos das coldnias de Melipona rufiventris
por CG-EM

Os exiratos das ceras das abelhas das colbnias puras e mista (invasocra) de
Meiipona rufiventris foram submetidas a analise por CG-EM (C 30). Neste
podemos verificar que a diferenca principal entre os cromatogramas € a proporgdo
entre os constituintes.
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C 30. Cromatogramas de ions iotais da cera do abddbmen de operarias de M.
rufiventris: a) de coldnia pura e b) de coldnia mista {invasora). Obtido em coluna
HP-5 (30m, 0,25 mm, 0,25 um), com temperatura do forno de 50°C elevada a
310°C{15 min) a uma razao de 6°C/min, com fluxo de gas hélio de 1 ml/min e
temperatura de injetor de 240°C.

A analise dos espectros de massas destes composios permitiu sugerir a
presenca de alcanos e alcenos de cadeia normal. Realizamos a identificacéo

pelos mesmos métodos empregados na analise das ceras das rainhas de
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Scaptotrigona postica. Assim, nos extratos das ceras das abelhas da colénia pura
foram identificados alcanos (contendoc nimero impar de carbonos: C-17 a C-33 e
com nuamero par de carbonos:C -24 a C-30). Foram identificados também alcenos,
contendo nimero impar de carbonos (C-23 a C-33) e nimero par de carbonos {C-
30 e C-32). Nestes exiratos foram identificados também alcadienos com 29 2
isdmeros), 31 (3 isbmeros), 32 (2 isbmeros), 33 (2 isbmeros) atomos de carbono,
respectivamente.

No extrato da coldnia de M. rufiventris de coidnia misia {invasora) foram
identificados alguns alcanos e alcenos, no entanto foram observadas algumas
modificagbes na constituigdo. Os alcanos tiveram reducdc no nimero de
compostos detectados, pela auséncia de C-17, C-19, e C-30. Qutra diferenca foi a
auséncia dos alcadienos e dos aicenos contendo 32 atomos de carbono

(ditriacontadieno e dos dois isémeros do ditriaconteno).
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4.3.3 Analise dos extratos das coldnias de Melipona scutellaris
por CG-EM

As ceras de M. sculellaris de coibnia pura e mista (invadida) foi analisado
por CG-EM (C 31). Os extratos da colbnia de M. scufellans pura apresentaram

varios componentes, engquanio gque a da coldnia mista apresentou um components

majoritario.
AruriSmte)
1a) c31 O
8g — M
CH
. /H\O _~{CHajag
CHa
a0
e
20 o
tampog s 00m 4000 w0
Abunddntis
! b) 2
e /JL (CHY)
1 Ve 2728
10 -:
=
; . , k. i} i, L i A
tempo 1600 2000 3000 400 5000

C 31. Cromatogramas de ions totais da cera do abddmen de operarias de M.
scutellaris: a) de coldnia pura e b) de colbnia invadida (mista). Obtido em coluna
HP-5 {(30m, 0,25 mm, 0,25 um), com temperatura do fornc de 50°C elevada a
310°C(15 min) a uma razado de 6°C/min, com fluxo de gas hélic de 1 mi/min e
temperatura de injetor de 240°C.

Identificamos os compostos pelas mesmas {écnicas ja discutidas
anieriormente. As ceras das abelhas da coldnia puras apresentaram em sua
composicao alcanos de cadeia normal (impares: C-23 a C-33 e pares: C-26 e C-

28). ldentificamos a presenca de dois isdmeros do pentacoseno € nonacoseno,
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enquanto que o fricoseno, heptacoseno, untriancontens e ditriacontenc
apresentaram apenas um isdmero. Nio foram encontrados alcadienos nesta
amostra.

Realizamos entdo a andlise dos constituintes da coldnia de M, scutellaris
mista. Iniciamos pela identificacdo do constituinte principal (88%) que apresentoy
fon molecular n/z 480 (E 63, pg. 179). Neste espectro foi cbservada 2 gliminacao
de m/z 60 que corresponde & perda de uma molécula de dcido acetico, sugerindo
que o mesmo poderia ser um acetato. A andlise deste espectro permitiu inferir a
formula molecular como CaoHgsO5.

Como se tratava de uma amosira contendo um compostc majoritario
resoclvemos analisd-io por RMN de 'H {(E 64, pg.180) e DEPT 135 e 90 (E 85,
pg.180) a fim de confirmar se o acetato estava ligado a um metileno, metinc ou a
um carbono sem hidrogénio.

Quando analisamos ¢ espectro de RMN de 'H podemos identificar a
presenca da metila do grupo acetato na forma de um singleto em 2,05 ppm e de
um sinal caracteristico de hidrogénio(s) carbindlico(s) em 4,06 ppm. Integramos o
sinal da metila para 3 hidrogénios e obtivemos integracao relativa de 2 hidrogénios
para o sinal do carbindlico. Para confirmar realizamos um espectro de RMN de °C
(DEPT 135 e 90, E 65, pg. 180 ), onde confirmamaos que ¢ acetil esta ligado a um
metileno. Através destes dados confirmamos a presenca do acetato de
triacontanila como constituinie principal das ceras das operarias da colbnia
invadida de Mefipona scutellaris.

4.3.4 Determinacéo da posicéo das duplas ligacdes

Nos extratos das ceras das abelhas foram identificados dois ismeros de
alguns alcenos. Para estes isémeros temos duas possibilidades: podem ser
isbmeros geométricos (£ e Z) contendo a dupla na mesma posigdo, ou ainda,
podem ser dois isdmeros contendo a dupia em posigbes diferentes. Submetemos
todos os extratos & derivatizacde com DMDS (C 32). Analisando os
cromatogramas dos derivados DMDS observamos a presenca de apenas um
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derivado dimetildisulfeto para cada par de alcenos. A andlise dos espectros de
massas destes derivados permitiram inferir a dupla ligagdo na posicdo 9 para os
derivados detectados. Mesmo quando os isGmeros estdo em maior proporgao
como no extrato de M. rufiventris de coldnia pura em que os dois isdbmeros
nonacoseno estdo em proporgtes de 0,58 e 9,87% encontramos apenas um
derivado DMDS o que poderia sugerir que se tratam de isdmeros geométricos, no
entanto isto n8o pode ser afirmado necessitando de padrdes de algum destes
isdmeros para gue se pudesse confirmar esie falo. Levando em conta este fato a
Tabela 25 que contém as composi¢bes dos extratos das ceras nds denominamos
os alcenos apenas por * e ™ a fim de n&o realizarmos afirmacdes errbneas. No
entanto podemos afirmar que a posicac dos constituintes predominantes é 9. Em
relacfio aos alcadienos néo foram detectados derivados DMDS portanto nao fol
possivel determinar a posicdo das duplas ligactes, um dos fatores limitantes para

estes compostos sdo a formacio de varies derivados diferentes dependendo da
posicdo das insaturacbes.
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C 32. Cromatograma de ions totais do exirato cuticuiar de operarias da colbnia
pura de M. scutellaris derivatizado com DMDS. Obtide em coluna HP-5 (30m, 0,25
mm, 0,25 umj, com temperatura do forno de 100°C elevada a 310°C{20 min) a

uma razao de 4°C/min, com filuxo de gas hélioc de 1 mlL/min e temperatura de
injetor de 240°C.
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Tabela 25. Constituintes quimicos das glandulas de
rufiventris € M. scutellaris em coldnias puras e mistas.

ceras de operéarias de M.

Compostos M. M. M. M.
identificados rufiventris | rufiventris | scutellaris | scutellaris
coldnia pura colénia colénia colénia
mista pura mista
S-heptadeceno 3,04 - - -
heptadecano 0,01 - - -
nonadecano 0,01 - - -
heneicosanc 0,03 - - -
*iricoseno 0,04 - -
**.fricoseno 0,01 - 0,04 -
fricosano 2,37 2,87 0,13 -
tetracosano 0,30 0,16 - -
*-pentacosenc 0,14 0,06 0,76 0,1
-pentacosenc 0,03 (0,04
pentacosano 17,52 19,83 1,83 0,72
hexacosano 1,03 (.49 0,31 -
*-heptacoseno 1,00 1,05 10,86 1,40
**-heptacosenc 0,12 0,06
heptacosano 20,07 19,23 9,40 1,70
*-octacoseno 0,13 0,11 - 0,22
*-octacoseno 0,16 -
octacosano 0,60 0,23 0,32 1,03
nonacosadienc 5,43 0,10 - -
{isbmero 1)
nonacosadieno 0,03 - -
(isbmero 2)
*-nonacosenc 0,58 12,92 4,06 -
**_nonacosenc 8,67 0,29 0,21 -
nonacosano 7.41 448 9,26 -
*-triaconteno (isbmero 0,03 0,17 - -
1)
*.triaconteno (isbmero 0,34 - -
2)
friacontano 0,13 - - -
hentriacontadienc 1,57 0,15 - -
{isbmero 1)
hentriacontadieno 0,64 0,33 - -
(isbmero 2)
hentriacontadieno 043 0,07 - -
(isdmero 3)
*-hentriaconteno 3,35 1,10 22,28 2,51
**.hentriaconteno 14,95 20,79
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Continuac@o da Tabela 25

hentriacontano 2,38 0,70 423 -

ditriacontadienc 0,19 - - -

*.ditriacontenc 0,08 - -

**.ditriaconteno 0,27 - 014 -

tritriaconiadiens Z2.81 2,07 - -

(isbmero 1)

fritriacontadienc 0,81 5,51 - -

(isGmero 2)

*fritriaconteno 1,88 1,59 7.16 0,08

**.fritriacontenc 3,64 3,70

fritriacontano 0,17 0.01 2,21 -

acetato de triacontaniia 1,32 0,15 20,90 87,95

octadecenoato de - - 0,84 -

octadecenila

nédo identificados 469 1,68 4,62 427
TOTAL 180.0 1000 100,80 100,06
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4.4 Concluséao parcial Il

Através da andlise dos resultados obtidos verificamos que as guatro
coidnias s&o constituidas por compostos hidrofébicos: hidrocarbonetos & dois
ésteres,

A maior variacio na constituicdc entre as colbnias de M. rufiventris & M.
scutellaris puras e mistas foi detectada em M. scufelfaris, justamente a coldnia que
fol invadida. Esta diminuiu a producéio de hidrocarbonetos e concentrou seus
esforgos em produzir o éster que nao é produzido por nenhuma colénia de M.
rufiveniris. Podemos interpretar este fato como uma protegéo da colbnia contra a
especie invasora.

Os constituintes dos ninhos das 4 coldnias esto sendo estudados no
nosso grupo pela mestranda Adriana Pianaro e com este trabalho poderemos
verificar qual o tipo de compostos coletados por cada coldnia.
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5. CONCLUSAQ GERAL

Este trabalho permitiv o treinamento em diversas técnicas, entre elas a
coleta e identificacao de compostos volateis e fixos. Foram  identificados  uma
série de componentes envolvidos na quimica da polinizacdo de orquideas da
subfribo Maxillariinae. O estudo das especies com polinizacdo por atragio sexual
demonstraram modificacfes entre a quimica de flores ndc polinizadas e
polinizadas. O estudo dos exiratos hexénicos de Mormolyca ringens
demonstraram o mimetismo quimico da flor com a rainha virgem. Este & o primeiro
estudo de crquideas desta subtribo.

O estudo do néctar de Spathodea campanulata permitiv a detecgdo de
compostos secundarios do néctar e a identificagcdo de alguns dos seus
constituintes. Sendo este estudo pioneiro. Na investigacéc da composicdo das
ceras de M. rufiveniris e M. scutellaris, ocorreu uma grande modificacdo na
composicao quimica das ceras da espécie invadida.
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6 PARTE EXPERIMENTAL
6.1 Materiais e métodos gerais empregados em todo o estudo

6.1.1 Espectrometria de Ressonéncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de "H)

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos nos espectrémetros Varian
Gemini 300 operando com um campo magnetico By 7 T (300,067 MHz) e Varian
INOVA-500 operando com campo magneético 8,11 T (498,883 MHz).

Os deslocamentos quimicos (8) de hidrogénio foram registrados em ppm
utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 8 = 0,00) e referéncia
CHChL (8 =7,27).

As constantes de acoplamento (J), foram medidas em Heriz {Hz) e os sinais
foram caracterizados como: dubieto (d), dupic dubleto (dd), duplo duplo dubleto
(ddd), duplo quarteto {dg), multipleto (m), quarteto (@), singieto (s), tripleto (f),
septeto (sepfi).

Medidas de incrementc de nOe (“Nuciear Overhauser Effect”) foram
realizadas em amostras ndo desgaseificadas utilizando-se pulsos seletivos para
excitar os hidrogénios selecionados.

6.1.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de
Carbono (RMN de '°C)

Os espectros de RMN "°C foram registrados nos especirébmetros Varian
Gemini 300 (76,452 MHz) e Varian INOVA-500 (125,696 MHz).

Os sinais de deslocamentos quimicos de carbonos foram registrados em
ppm, sendo 5 0,00 para o TMS, § 77,0 para CHCIs.

As interpretacdes dos espectros de RMN °C foram realizadas com auxilio
da técnica DEPT 135 e 90 (“Distortionless Enranchement by Folarization
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Transfer”), onde: CH/CH = sinal positivo (+), CH, = sinal negativo (-) e Gy =
carbono quaternaric ausente (intensidade nula).

Foram ulilizadas nas inlerpretagfes dos compostos as iecnicas de RMN
2D: HSQC — Homonuclear Single Quantic Correlation {correlacao heteronuciear de
hidrogénio € carbono, 'H x "°C, para uma ligagdo - 'Jon) @ HMBC — Heteronuclear
Muttiple Bond Correlation (correlagéo heteronuclear de hidrogénio e carbono, 'H x
3¢, para varias ligacdes — "Juc).

6.1.3 Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrémetro de
Massas — CG/EM

Os experimentos ufilizando a cromafografia gasosa acoplada 2
aspectrometria de massa foram realizados em um cromatografoe a gas da firma
Hewlett Packard {modelo HP-MSD 6870-série i} acoplado a um detetor de
massas do mesmo fabricanie (modelo HP-MSD 5970), operado a 70 eV. O
cromatografo era equipado com colunas capilares de silica fundida dos tipos: HP-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Como gas de arraste, foi empregado o hélio. As
injecbes das amostras foram da ordem de 1 ul. de uma solugdo de 20 ppm do dleo

floral em acetato de eiila.

6.1.4 Espectrometria no infravermeiho - {IV)

Os especiros de absorgac na regido do infravermelho foram registrados em
um espectrofotdmetro modelo 1600-FTIR da Perkin Eimer, com transformada de
Fourier, em filmes sobre cela de NaC! (6000 cm™ a 600 cm™) ou em cela de KBr
(6000 a 400 cm™). Utilizou-se como padrdo de referéncia um filme de poliestireno,
(Part. n° 186-2082) com absorgéo em 1601 em™.
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6.1.5 Rotagao Optica — [o]p®°

Os valores de rotacdo éptica foram determinados em um polarimetro LEP
A-Z2 Carl Zeiss com lampada de sédic (A 589 nm, precisdo de 0,005° e no
equipamentic POLAMAT A, com [ampada de filamento de merciirio (A 546 nm),
onde fol necesséria fazer a conversdo para a idBmpada de sédio seguindo as
equacoes:
Conversao da lampada de mercurio para a lampada de sédio:
Ona' = g / 1,17543
Convers&o da temperatura (T) para 20°C
o’ = ana' / [1+ 0,000143 (T-20)]
Rotagao optica especifica:
[ane™] = ona™® (rotagio observada) / comprimento da cela (dm) x concentracio (g /

mL).

6.1.6 Métodos Cromatograficos

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas com silica gel 60, 0,063
- 0,200 mm, 70-230 mesh ASTM da marca Merck. C diametro interno e a altura
das colunas variaram de acordo com a quantidade de material de partida. A
proporgao de silica utilizada foi de aproximadamente 30 vezes o peso da amostra
a ser purificada. As eluicbes dos compostos foram obtidas empregando-se
solventes organicos em ordem crescente de polaridade.

As purificacbes realizadas em coluna cromatogréafica foram acompanhadas
em placa de CCD (20 x 20 cm) da marca Merck sobre suporte de aluminio com
filme de silica gel 60 Fos,.

A deteccdo dos compostos com grupos croméforos nas placas foi feita
utilizando-se a irradicdo ultravicleta no equipamento Spectroiine Model CM 10
sobre o0 comprimento de onda de A 254 nm g/ou A 385 nm.
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As revelagbes dos compostos foram feitas ufilizando-se o revelador
anisaldeido preparado na propor¢ao de p-anisaldeido:acido sulfdrico:acido acético
- 0,5:1,0:50 mL (Allinger ef al.). As placas cromatograficas foram pulverizadas com
o revelador & aguecidas com o aquecedor COMALA-Steinel ou queimadas em
chapas aguecidas da marca Thermolyne Cimarec 3.

8.1.7 Tratamentio dos solventes

Os solventes utilizados para as extragdes, colunas cromatograficas foram
sempre tratados e destilados conforme descrito na literatura'® e analisados por
CG-EM para verificar a presencga de impurezas. Todos os solvenies utilizados em
experimentos de extragio de volateis foram realizadas com solventes bidestilados.

3 perrin, D.D.; Armarego, W.L.F.; Perrin, D. R.; Purification of Laboratory
Chemicals, Copyright Pergamon Press, 2™ ed., 1980.
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6.2 Experimentos envolvendo o estudo da quimica da polinizacio

em Maxillariinae (Orchidaceae)

6.2.1 Localizac8o das plantas e datas das coletas:

A coleta dos volateis foi realizada segundo os locais, nimeros de

identificacbes e datas colocadas na Tabela 26. As coletas sempre foram

reglizadas em dias de sol e com temperatura ambiente de 25-32°C.

Tabela 26. Dados das coletas de fragrancias.

espécie ldentificacio data local horario observacdes
E. odoratissima - 30/05/02 IB- 11-13:00 h -
Unicamp
M. marginata 247 07/02/03 ] IBt-SP 11-15:3Ch -
M. gracilis 5418 20/02/03| I1Bt-8P 11:15-15:00 h -
M. rufescens Kohler 204 iB- 11:0C — 14:00 H | duas coletas
Unicamp
M. picta IvIo0 14/06/03 iB- 9:30-13:00 h frés coletas
20/06/03 | Unicamp | 10:30-15:00 h
M. ubatubana 216 09/07103 1B- 10:50-14:30 h | duas coletas
21/07/03 | Unicamp | 10:30-14:30 h
M. ocroleuca 33422 12/02/03| ESALQ 14-13:30 h duas coletas
20430 20/08/03 10:50-13:30 h
M. rufescens 204 17/07/03 1B- 10:30-14:00 h | duas coletas
21/07/03 | Unicamp
M.chrysantha 28379-D 20/08/03| ESALQ 14-16:00 h duas coletas
19518 25/09/03 11-15:00 h
M. leucaimata 29196 16/06/03 ESALQ 10:50-13:30 h | duas coletas
20/08/03
Mormolyca 7247 12/08/03 | ESALQ 11-15:00 h duas coletas
ringens 19/08/03
T.egertonianum 30188 20/08/031 ESALQ 14:00-16:00 h | duas coletas

128




Continuacdo da Tabela 26

T.obtusum vHi/1888 | 03/03/03 iB- 11-15:00 h | varias andlises
Unicamp

7. turbinatum §238 12/02/03 1 ESALQ 11-14:30h -

M. atba - 20/03/04 1B~ 10:00 —15:00h -
Unicamp

M. barbosae - 20/03/04 iB- 10:00 —15:00h -
Unicamp

6.2.2 Obtencdo dos volateis por coleta dinamica

Um tubo de vidro de 7 om com didmetre interno de 4 cm foi construido para

conter as flores gue foi conectado a uma mangueira € a uma bomba de vacuo

LaMotte (500mL/min) por 50 mg de Porapak-Q, para reter os volateis. Na enirada

do tubo foi instalado outro tubo contendo o adsorvente a fim de se realizar um

controle de volateis encontrados no ambiente. Apds um periodo de 2-4 horas os
volateis adsorvidos foram extraidos com 1 mbL de diclorometano bidestilado e

concentrados com fluxo de nitrogénio até um volume de 50 pl. Deste volume 1 ul

foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A

massa obtida em cada coleta nao foi determinada devido & alta volatilidade e

baixa concentracdo das amosiras obtidas.
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~ Porapak-(§

Fechado com papel

aluminic para concentrar
a fragréncia dentro do
frasco, deixando apenas
uma peguena aberiurs
parg entrada de ar

Brapco

Foram sempre realizados experimentos de coleta dindmica drenando o ar e
as mangueiras ulilizadas durante a coleta dos volateis buscando detectar
contaminantes. Quando foram detectados foram imediatamente descartados das
analises.

6.2.3 Obtencao dos indices de retencéo de Kovat's

Os exiratos contendo os volateis coletados dinamicamente foram
analisados por CG-EM juntamente com uma amosira de padrdes de
hidrocarbonetos de cadeia normal (C-9 a C-35) obtidos de purificacéo de petroleo.
Desta forma obtivemos um cromatograma contendo ¢ tempo de retencic dos
hidrocarbonetos e dos compostos provenientes dos volateis da planta. Através

destes dados aplicamos a formula™":

Iy =100n + 100An tr, -tr,
tr, - tr,

"*"Vian den Dool, H.; Kratz, P.D.J; Joumnal of Chromatography 1963, 11, 463.
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Cnde:

Ir, = valor de indice de retencdo de x { valor a ser calculado};

n = nimero de carbonos do alcanc que elui antes de x;

An = namero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois de X menos o nimero
de carbonos do hidrocarboneto que elui antes de x.

ry= tempo de retencio de x.

tr, = tempo de retengdo de n

trn, = tempo de retencac do hidrocarboneto que elui depois de x

Através desta férmula obtivemos a maloria dos nossoes indices de retencgio.
No entanto aiguns foram obtidos alravés da equacao da reta oblida através dos
tempos de retencdo dos hidrocarbonetos e seus indices de retengéo padrdo.

6.2.4 Obtencgdc de extraios de flores de Mormolyca ringens néo
polinizada

Quantidade variada de flores de M. rningens néc polinizadas foram coletadas
no Jardim Boténico da ESALQ e transportadas até o |Q-Unicamp, onde foram
colocadas intactas em um frasco de capacidade de 10 mbL contendo hexano
bidestilado. ApGs 4 a 6 horas as flores foram retiradas do solvente e este removido
com ajuda de uma corrente de nitrogénio até um volume de 50 ul., dos quais 1 L
foi analisado por CG-EM. O rendimento obtido na extracdo ndo foi determinado
devido a volatilidade de alguns compostos contidos na amostra que poderiam ser
eliminados da mesma se houvesse completa remocao do solvente. Nao estamos
especificando quantas flores foram coletadas, pois foram elaborados varios
extratos de quantidades diferentes de flores que foram agrupados apos analise
por CG-EM devido & baixa concentragéo das amostras.
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6.2.5 Obtencac de extratos de flores de Mormolyca ringens
polinizada

idem ao exirato da fior no polinizada.

6.2.6 Obtengéo do padrdo de cinamato de etila para comparagio
com constituintes do extrato das fiores de Mormolyca ringens

Eon,

Ho800,

Em um baléo de fundo redondo foram adicionados acido cinamico (5 mg}, 1
mL de etancl e 200 ul de acido sulfirico concentrado. O sistema foi mantido sob
refiuxo por uma noite. Apo6s este tempo o aquecimento foi suspenso e realizada
uma CCD utlilizando como eluente hexano/acetato de etila (8/2) onde verificou-se
compieta transformacéo do acido cindmico. A mistura reaciona! foi resfriada com
banho de gelo onde foram adicionados 2 mL de agua e a solucio resultante foi
exiraida com duas aliquotas de 2 mL de diclorometano. A fase organica foi lavada
com bicarbonatc de sodio, seca sob sulfato de sédio, filtrada e o solvente

removido em rotaevaporador. O residuo foi analisado por EM e RMN de 'H.

EM, m/z (%): 176 (M", 25), 147 (27), 131 (100), 103 (42), 77 (28), 44 (2).

RMN de "H (300,07 MHz, CDCls), & 1,25 (£, 3H, J= 7,0 Hz ); 4,30 (g, 2H,
J= 7,0 Hz), 6,45 (d, 1H, J=16,2 Hz), 7,32 (m, 3H), 7,51 (m, 2H), 7.70 (d, 1H, J=
16,2 Hz).
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6.2.7 Obtencao do padrio de cinamato de metila para comparagao

com constituintes do extrato das flores de Mormolyca ringens

Erm um frasco com volume de 2 miL foram adicionados acido cindmico (1
mg) e 1 mL de uma solugdo eiérea contendo diazometano. Apds 10 min realizou-
se uma CCD utlilizando como eluente hexano/acetato de etila (4/1) onde verificou-
se completa transformagio do acido cindmico. O solvente foi evaporado com
auxilio de corrente de nifrogénic e ¢ residuo foi submetido & analise por EM e
RMN de 'H.

- EM, m/z (%) 162 (M", 50), 131 (100), 103 (72), 77 (40), 51 (10).
- RMN de "M (300,07 MHz, CDCly), 5: 3,81 (s, 3H), 6,45 (d, 1H, J=15,9 Hz), 7,38
(m, 3H), 7,53 (m, 2H), 7,72 (d, 1H, J= 15,9 Hz).

6.2.8 Obtencio dos extratos cefalicos de rainhas virgens de
Scaptotrigona postica

Dez rainhas virgens cultivadas “in vitro” foram fornecidas pelo Dr. W.E. Kerr
da Universidade Federal de Uberléndia. Como o tempo de eclosdo das mesmas
foi diferente realizamos a confecgdo de dois extratos cada um dos quais com 5
abelhas. Decapitamos as mesmas com ajuda de um estiete & colocamos as
cabegas em um frasco limpo contendo 200 pl de acetato de etila bidestilado. Com
auxilio de um bastio de vidro maceramos as cabecas para que o contetdo das
giandulas internas fosse exposto ao solvente. Ap6s 2 horas o contetdo foi filtrado,
o solvente evaporado em corrente de nitrogénio até um volume de 20 ul do quai 1
ul foi analisado por CG-EM. O mesmo procedimento foi realizado para as duas

amosiras.
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6.2.9 Coleta de machos de Nannotrigona testaceicornis para

realizagao de experimentos de eletroantenografia

Machos (20 unidades) de Nannofrigona testaceicornis foram coletados no
orquidario da ESALQ (Piracicaba — SP) no periodo de 9:30 — 15 horas, quando
estavam pousados sobre as flores ndo polinizadas de M. ringens. A coleta foi
realizada com cuidadc e com as m&os, os mesmos foram mantidos em um pote
plastico escuro contendo vérios orificios para ventilago e algumas flores nao
polinizadas de M. ringens. Ao fim da coleta foram transportados até Campinas
onde foram mantidos a 28°C e alimentados a cada duas horas com um auxilio de
um bastao umedecidc com uma solucdo a 10% de sacarose em agua que era
aproximado da cabega do macho. No dia seguinte foram fransporiados até a
Universidade Federal de Sac Carios (S&o Carlos — SP) para as analises por
eletroantenografia. O fransporte de Piracicaba-Campinas-S3o Carlos e o cativeiro
deixaram os machos agitados e dez deles acabaram morrendo.

6.1.10 Teste de atividade das antenas de machos de N.
testaceicornis frente aos volateis e extratos hexanicos de flores
nac polinizadas de M. ringens

Foram utilizados cinco machos de N. festaceicornis que tiveram suas
antenas amputadas com auxilio de um bisturi. Duas antenas foram fixadas entre
dois eletrodos de ago inoxidavel com auxilic de um gel condutor (Spectra 360°
electrode gel - Parker, Orange, New Jersey) que foi aplicado em cada parte do
eletrodo.

O eletroantenograma foi realizandec em um sistema EAG Syntech
{Hilversum, The Netherlands). As antenas foram estimuladas por 0,3 segundos
pelo ar purificado (1,2 mL/min) contendo um papel de filtro (0,8 cm) impregnado
com 5 pl das solugdes teste contido em uma pipeta de Pasteur. Estas solucdes

foram os volateis de flores de M ringens n@o polinizadas em diclorometano e o
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extrato hexanico das flores ndo polinizadas em hexano {1 mg/mL). Os solventes
{hexano e diclorometano} foram utilizados como controle das analises.

As solucbes teste foram passadas sobre as antenas em intervalos de 90
segundos. O programa Syntech EAG nommalizou os valores obtidos
automaticamente. As respostas medidas dos diferenies exiratos foram submetidos

a analise estatistica.

6.2.11 Obtencéo dos extratos das gléandulas de cera de rainhas
virgens de Scaplotrigona postica

Os abdomens intacios das dez rainhas virgens anteriormente decapitadas
também foram dividas em duas amostras contendo 5 unidades cada uma. O
abddémen de cada rainha foi mergulhado rapidamente em hexano {1 minutc) para
dissolucéo das ceras excretadas pelas glandulas. O solvente foi evaporado com
auxilio de corrente de nitrogénic e uma aliquota foi analisada por CG-EM. Isto foi
repetido para o outro grupo de abelhas.

6.2.12 Determinacido da posicao da dupla ligagdo dos compostos

insaturados

SCH,

/W DMDS

12{CH;CHZ)20

SCH,4

Cada amostra (extrato hexanico de M. ningens polinizada e ndc polinizada e
do extrato hexdnico das rainhas virgens de S. postica) foi submetida a seguinte
reacao.

Cada extrato obtido foi colocado em um baldo cbnico onde foram
adicionados 300 pl de dimetildissulfeto (DMDS) e 200 ul de uma solugéo de iodo
em éter etilico (20 mg/mL). O sistema foi mantido sob agitacdo magnética a 50°C
por uma noite. 500 ul. de hexano bidestiladc foram adicionados a mistura

reacional juntamente com uma solugdo de tiossulfato de sédio (1 g/10mL) ate que

135



a solucac tornar-se incolor. A fase orgénica foi removida com auxilio de uma
pipeta e mais 500 pl de hexano foram adicionados a solugdo para uma nova
exitracgo. As fases organicas foram reunidas, secas com Na,SO,, filtradas e

evaporadas até um volume de 20 ul dos quais 1 ul foi submetido 3 analise por
CG-EM.

6.2.13 Coleta de flores para obtencio de extrato para estudo das
recompensas florais

Ficres de Maxillaria cerifera, M. valenzuelana, M. violaceo punctata e M.
brasiliensis foram coletadas no Instituto de Botanica de Sao Paulo, enguanto M.
friedrichsthalii, M. viliosa, M. discolor foram coletadas no orguidario da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — Piracicaba. Fstas coletas se estenderam
durante todo o pericde de floragao destas plantas e de varios vasos contidos
nestes orquidarios. As flores apresentam labeios medindo de 2 — 4 cm.

6.1.14 Extracao das recompensas

Os labelos das flores foram colocados em um frasco de vidro de 10 mL,
acetalo de elila bidestilado foi adicionado sobre o mesmo e submetido a ultra-som
por 5 minutos no caso de M. cerifera e M. friedrichsthaiii. Para Maxillaria discolor,
M. brasiliensis e M. violaceo-punctata o material foi raspado com ajuda de uma
espatula e dissolvido em acetato de etila. J&a em M. rufescens e M. villosa cujas
recompensas se apresentam na forma de tricomas os labelos foram extraidos por
dois dias no mesmo solvente. Apés a extracdo o material foi filtrado e o solvente
evaporado em corrente de nitrogénio e guardado sob refrigeracéo.
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6.1.15 Siililacao das recompensas

Si
e R—OSi(CHy), + Y Nm85<

Uma porgao do extrato da flor (2 mg) foi submetida a sililagde utilizando
para isto 10 pl de bis{trimetilsilil) trifluoracetamida (BSTFA) em piridina anidra

(100 pi) por uma hora.

£.1.16 Purificacio do extrato obtido de Maxillaria cerifera

35 mg do exirato obtido na extracdo do labelc foram submetidos a
cromatografia em coluna (didmetro de 5 cm) utilizando 30 g de silica gel 230-400
mesh. A eluicdo e as fragbes obtidas foi em hexano & hexano/acetato de etila (1-
100%). As fracbes foram recolhidas em frascos de 8 mlL. A eluicao foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada utilizando hexano/acetato de
etila (8:2) como eluente & foram obtidas 7 fragbes:

Fracao 1-60: 6 mg

Fragdc 61-70: 2 mg

Fracdo 71-80: 8 mg

Fracdo 81-99: 0,3 mg

Fracdo 96-100: 3 mg

Fracao 101-150: 15 mg (eluida com acetato de etila)

A fracao 96-100 foi analisada por CG-EM e por RMN 1D e 2D sob o codigo
MC1 e identificada por estes métodos como a cicloartenal.
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- Dados especiroscopicos e espectrométricos de cicloartenal:

- Aspecto fisico: cera branca.

- [a]o®® + 24,0° (CHCls, ¢ 1,7).

- EM, m/z (%): 440 (M", 4), 422 (55), 407 (100), 379 (70), 373 (28), 300 (50), 285
(8), 203 (32), 175(44), 135 (58), 95 (90}, 55 (96), 43 (80).

- IV (KBr), v mex (cm™): 3408, 2855, 1683.

- RMN de'H (300,07 MHz, CDCIJ/TMS), § 1,26 e 1,58 (m, 2H, H-1), 1,58 {m, 1H,
H-2 B), @ 1,76 (m, 1H, H-2a), 3,28 (dd, 1H, J= 11,5 e 4,0 Hz, H-30), 1,30 (dd, 1H,
J= 12,0 e 4,0 Hz, H-52 ), 0,80 (dg, 1H, J= 12,5; 12,5; 12,5 e 2,5 Hz, H-68), 1,60
(m, 1H, H-8), 1,08 e 1,32 (m, 2H, H-7), 1,52 (dd, 1H, J= 12,0 e 4,0 Hz, H-83),
1,10 e 1,98 (m, 2H, H-11), 1,63 (m, 2H, H-12), 1,42 (m, 2H, H-15), 1,32 e 1,94 (m,
2H, H-18), 1,81 (m, 1H, H-17), 0,98 (s, 3H, H-180), 0,34 (d, 1H, J= 4,5 Hz, H-19
exo), 0,55 (d, 1H, J=4,5 Hz, H-19 endo), 1,45 (m, 1H, H-20), 0,93 (d, 3H, J=6,0 Hz,
H-21), 1,24 1,62 (m, 2H, H-22), 2,0 € 2,3 (m, 2H, H-23), 6,48 (id, J=6,5¢ 1,5 Hz,
H-24), 9,39 (s, 1H, H-28), 1,76 (s, 3H, H-27), 0,90 (s, 3H, H-284a}, 0,87 (s, 3H, H-
29a), 0,81 (s, 3H, H-305.

- RMN de*C (75 MHz, CDCl3), 5: 31,96 (C-1), 30,48 (C-2), 78,82 (C-3), 40,42 (C-
4), 47,08 (C-5), 21,10 (C-6), 26,01 (C-7), 47,98 (C-8), 19,94 (C-9), 26,06 (C-10),
26,42 (C-11), 32,88 (C-12), 45,37 {C-13), 48,83 (C-14), 35,52 (C-15), 28,20 (C-18),
52,18 (C-17), 18,08 (C-18), 29,71 (C-19), 35,98 (C-20), 18,10 (C-21), 34,77 (C-22),
26,06 (C-23), 165,65 (C-24), 139,08 (C-25), 195,46 (C-286), 9,17 (C-27), 19,32 (C-
28), 25,44 (C-29), 14,00 (C-30).
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6.2.17 Purificagdo da recompensa de Maxillaria friedrichsthalii

100 mg de exirato obtido da exiracBo do labelo foram submetidos a
purificagio por cromatografia em coluna (di@metro 5 cm) utilizando 35 g de silica
gel 230-400 mesh. Os eluentes foram hexano, gradienies de hexano e acetato de
efila (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7. 10, 20, 50 e 100% de acetaio de etila) e metanol. As
fractes foram comparadas por CCD com hexano/ acetato de etila (8:2) e reunidas
de forma que no final obtivemos as seguintes fracBes:

Fragao 1-34: 2 mg

Fracéo 35-54: 4 mg

Fracao 55-67: 2 mg

Fracéo 68-86: 2 mg

Fracao 87-140: 12 mg

Fracdo 141-150: 7 mg

Fracao 151-155: 12 mg

Fragdo 156: 34 mg (eluida com acetato de etila)

Fracao 157: 40 mg (eluida com metanol)

A fracdo 87-140, denominada MFC1F87 foi novamente submetida 2
purificacao.

Purificacdo da fracao MFC1F87

A fragao foi submetida & cromatografia em coluna (didmetro 6 cm) utilizando 10
g de silica gel 230-400 mesh e como eluente hexano e gradientes de
hexano/acetato de etila (1,2,3 e 100%). A eluigdo foi acompanhada por CCD
utilizando como eluente hexano/acetato de etila (8,5:1,5). As fracBes foram
recolhidas em frascos de 8 mL. As fragbes 11-13 (6 mg) apresentaram-se
homogéneas em CCD e foram denominadas MFC2F11 e submetidas 2
ressonancia magnética nuciear (RMN 1D e 2D) que apés andlise permitiram
identificar o composto como sendo ¢ cicloartenol.

138



- Dados espectroscopicos e espectrométricos de cicloartenol:

- Aspecto fisico: cera branca.

- [a]p®® + 25,0° (CHCl, ¢ 0,8).

- EM, m/z (%): 426 (M", 18), 408 (35),393 (60), 365 (29), 339 (16), 286 (42), 203
(24), 175(37), 95 (69), 69 (100), 55 (55), 43 (42).

- IV (KBr), v max {cm™): 3408, 2855, 1683.

- RMN de "H (499,89 MHz, CDCI/TMS), 5 1,25 (m, 1H, H-18), 1,56 {m, 1H, H-
1a), 1,58 (m, 1H, H-2 B), e 1,76 (m, 1H, H-24), 3,23 (dd, 1H, J= 12,0 e 4,0 Hz, H-
3a), 1,28 (dd, 1H, J= 12,0 € 4,0 Hz, H-5¢ ), 0,78 (dg, 1H, J= 12,5 e 4,0 Hz, H-
68), 1,58 (m, 1H, H-6a), 1,10 (m, 1H, H-7a)e 1,90 (m, 1H, H-7 ), 1,54 (dd, 1H, J=
12,0 & 4,0 Hz, H-84), 1,10 e 1,98 (m, 2H, H-11), 1,63 (m, 2H, H-12), 1,37 (m, 2H,
H-15), 1,30 (m, 1H, H-165), e 1,91 (m, 1H, H-16 @), 1,58 (m, 1H, H-17), 0,98 (s,
3H, H-188), 0,34 (d, 1H, J= 4,5 Hz, H-19 exo), 0,55 (d, 1H, J=4,5 Hz, H-19 endo),
1,40 (m, 1H, H-20), 0,89 (d, 3H, J=6,5 Hz, H-21), 1,10 e 1,45 (m, 2H, H-22), 186 e
2,10 (m, 2H, H-23), 5,10 (td, J= 6,5 e 1,5 Hz, H-24), 1,62 (s, 1H, H-286), 1,68 (s, 3H,
H-27), 0,90 (s, 3H, H-284), 0,97 (s, 3H, H-294), 0,81 (s, 3H, H-30p).

- RMN de ™*C (125,69 MHz, CDCI3), § : 31,93 (C-1), 30,33 (C-2), 78,79 (C-3),
40,43 (C-4), 47,07 (C-5), 21,09 (C-B), 25,98 (C-7), 47,95 (C-8), 19,95 (C-9), 26,01
(C-10), 26,43 (C-11), 32,84 (C-12), 45,23 (C-13), 48,75 (C-14), 35,54 (C-15), 28,11
(C-16), 52,24 (C-17), 18,00 (C-18), 29,88 (C-19), 35,85 (C-20), 18,20 (C-21), 36,30
(C-22), 24,90 (C-23), 125,22 (C-24), 130,85 (C-25), 17,61 (C-26), 25,70 (C-27),
19,27 (C-28), 25,40 (C-29), 13,97 (C-30).
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6.3 Estudo do néctar de Spathodea campanulata (Bignoniaceae)

6.3.1 Coleta do néctar

O néctar fol coletado de flores frescas com o auxilic de uma seringa e
obteve-se de 50 a 400 ul de néctar de coloracdo clara. Sobre o mesmo foi

adicionado metanol e armazenado em freezer.
6.3.2 Extracéo do néctar

O metanol foi removido de 5 mL de néctar em rotaevaporador rotalivo e
entdo submetido a extracdc com 1 mL de acetato de etila bidestilado. A frago

organica foi seca sobre Nap;S0;, e o soivente evaporado sob fluxo de nitrogénio.
6.3.3 Obtencio da fracao contendo os carboidratos

Néctar fresco foi iniciaimente submetido a tratamento com metanol. Apos 15
minutos o metanoi foi evaporado e ¢ néctar (0,5 mi) foi liofilizado. Do material
liofilizado foram coletados 5 mg que foram secos em dessecador contendo
pentdéxido de fésforo e submetido a baixa presséo com auxilio de uma bomba de

VAcuo.
6.3.4 Sililacao das amostras

As amostras obtidas da extracdo por acetato de etila e 1 mg da fragao
anidra contendo carboidratos, além, dos padroes de glicose, sacarose e frutose

foram submetidos a sililagdo com 10 ul de bis(trimetilsilil) trifluoracetamida

(BSTFA) em piridina anidra (100 pL) por uma hora e analisadas por CG-EM.
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6.3.5 Extracdo do liquide contido na sépala da fior de Spathodea
campanulata

Foram coletados em um erlenmeyer 200 mL do liguido contido na sépala e
extraidos com acetato de etila (3 x 50 mL). A fase orgénica foi seca sobre sulfato
de sodio e o solvente foi removido em rotaevaporador rotativo obtendo-se 120 mg
de um dleo amareiado e uma massa esbranguicada, agui denominado de AFLVT.

6.3.6 Separacao cromatografica de AFLVT

100 g de silica gel 230-400 mesh foram impregnadas com 10% de nitraio
de prata (10g}. Procedeu-se uma separacao cromatografica em coluna utilizando
como eluentes hexano e gradienes de hexano e acetato de etila. A eluigdo foi
acompanhada por CCD utilizando hexano/acetato de etila (4/1). Desta foram
oblidas 4 fracbes principais: SC18, AFLV2, AFLV4 E SC19. Estas foram
analisadas por CG-EM e a fragdo SC18 (30 mg) foi submetida a RMN 1D e 2D e
identificada como sendo o cicloeucalenol.

- Dados especiroscopicos e especirométricos do cicloeucalenol:

g

- Aspecto fisico: sélido branco

- Pf: 110°C.

- [aJp®® + 44,5° (CHCI3, ¢ 4,0).

- EM, mvz {%): 426 (M, 20), 408 (70), 393 (88), 365 (7), 300 (26), 286 (12), 175
(40), 95 (86), 69 (84), 55 (100).

- IV (KBr), v max {cm™"): 3423,3, 2870,7, 2962, 1042,9.
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RMN de 'H (300,07 MHz, CDCI/TMS), 5: 1,27 (m, 1H, H-14), 1,53 (m, 1H, H-1a),
140 (m, 1H, H-2 B), e 1,97 (m, 1H, H-2a), 3,22 (ddd, 1H, J= 11,0, 8,7 4,5 Hz, H-
30), 1,13 (m, 1H, H-45), 1,18 (m, H-5a), 0,55 (dg, 1H, J= 12,2, 125: 125 e 25
Hz, H-68, 1,85 (m, 1H, H-80), 1,00 (m, 1H, H-7)e 1,28 (m, 1H, H-7), 1,56 (dd, 1H,
J=12.5 e 4,0 Hz, H-84), 1,19 e 1,99 (m, 2H, H-11), 1,60 (m, 2H, H-12), 1,27 (m,
2H. H-15), 1,30 e 1,91 (m, 2H, H-16), 1,63 (m, 1H, H-17), 0,97 (s, 3H, H-184), 0,14
(d, 1H, J=4,5 Hz, H-19 ex0), 0,38 (d, 1H, J=4,0 Hz, H-19 exc), 1,41 (m, 1H, H-20),
0.90 (d, 3H, J=6,5 Hz, H-21), 1,12 & 1,58 (m, 2H, H-22), 1,90 e 2,10 (m, 2H, H-23),
2.20 (sept, 1H, J= 6,5 Hz, H-25), 1,02 (d, 3H, J=6,5 Hz,H-26), 1,00 (s, 3H, H-27),
466 (d, 1H , H-28), 4,71 (s, 1H, H-28), 0,90 (s, 3H, H-294), 0,98 (d, 3H, J= 6,5 Hz,
H-302).

RMN de °C (75 MHz, CDCly), & (ppm): 30,74 (C-1), 34,75 (C-2), 76,44 (C-3),
44 51 (C-4), 43,25 (C-5), 24,63 (C-6), 25,13 (C-7), 46,80 (C-8), 23,51 (C-9), 20,46
(C-10), 26,92 (C-11), 32,81 (C-12), 45,27 {C-13), 48,81 (C-14), 35,29 (C-15), 28,06
(C-16), 52,41 (C-17), 17,77 (C-18), 27,20 (C-19), 36,06 (C-20), 18,30 (C-21), 34,83
(C-22), 31,26 (C-23), 156,65 (C-24), 33,75 (C-25), 21,96 (C-26), 21,83 (C-27),
105,75 (C-28), 19,10 (C-29), 14,37 (C-30).

6.3.7 Separacéo cromatografica da fragdo SC19

30 mg da fragdo SC19 foram submetidas & cromatografia preparativa em
coluna (CCP) utilizando silica gel 230-400 mesh (20g) foram impregnadas com
20% de nitrato de prata. Os eluentes foram hexano e gradientes de hexano e
acetatc de etila. O acompanhamento foi realizado com CCD utilizande
hexano/acetato de etila (8/2), desta forma as fragGes homogéneas foram reunidas
e analisadas por CG-EM onde foram dernonstradas as impurezas da amostrae a
falha no acompanhamento por CCD. Nova coluna cromatografica preparativa foi
realizada utilizando benzeno como eluente e acompanhamento da separacéo foi
realizado por CG. No entanto néc houve separagéo satisfatoria. Realizamos ainda

uma tentativa de separacdo utilizando cromatografia em camada delgada
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preparativa utilizando silica gel impregnada com 20% de nitrato de prata e eluida
por 24 horas com benzeno. Mais uma vez n&o foi houve separacdo e a amostra foi
analisada pelas técnicas de RMN de 'He °C.

- Dados espectroscopicos e espectrométricos da a-amirina:

S 2@ geamirina

-~ EM, m/z {%). 426 (M", 8), 411 (4), 393 (2), 218 (100), 203 (47), 189 (12), 119
(10), 95 (12), 69 (10).

- RMN de “°C (125,69 MHz, CDCIy/TMS), 5 (ppm): 38,68 (C-1), 27,26 (C-2), 78,82
(C-3), 38,56 (C-4), 55,18 (C-5), 18,30 (C-6), 32,90 (C-7), 39,99 (C-8), 47,69 (C-9),
36,93 (C-10), 23,34 (C-11), 124,40 (C-12), 139,57 (C-13), 42,06 (C-14), 28,60 (C-
15), 26,63 (C-18), 33,73 (C-17), 58,04 (C-18), 39,59 (C-19), 39,64 (C-20), 31,24
(C-21), 41,51 (C-22), 28,21 (C-23), 15,61 (C-24), 15,67 (C-25), 18,78 (C-286), 23,25
(C-27), 28,08 (C-28), 17,46 (C-29), 21,39 (C-30).

- Dados espectroscopicos e espectrométricos da f-amirina:

29 30

4 B-amirina

- EM, m/z {(%): 426 (M", 11), 411 (5), 393 (2), 218 (100), 203 (20), 189 (18), 135
(14), 85 (12), 89 (9).
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- RMN de 3C (125,69 MHz, CDCI/TMS), 5 (ppm): 38,76 (C-1), 27,39 (C-2), 79,01
(C-3), 38,76 (C-4), 47,73 (C-5), 37,17 (C-6), 32,80 (C-7), 38,56 (C-8), 47,62 (C-9),
38.03 (C-10), 23,51 (C-11), 121,78 (C-12), 145,18 (C-13), 41,89 (C-14), 26,13 (C-
15), 27,20 (C-16), 32,50 (C-17), 47,20 (C-18), 46,80 (C-19), 31,08 (C-20), 34,72
(C-21), 37,15 (C-22), 28,11 (C-23), 15,49 (C-24), 15,57 (C-25), 16,85 (C-26), 26,05
(C-27), 28,40 (C-28), 33,33 (C-29), 23,68 (C-30).

8.3.8 Coleta de volateis do néctar de Spathodea campanulata

Néctar fresco (5 mL) foi coletado as 10 horas da manha e mantido em um
baldo de fundo redondo e mantido a 30°C com auxilio de banho Maria. O sistema
de coleta dindmica ja descrito anteriormente foi acoplado ao mesmo e a drenagem
do ar foi mantida por 3 horas. Apés este periodo os adsorventes foram lavados
com diclorometano bidestilado (500 uL). A amostra foi concentrada com auxilio de
corrente de nitrogénio e submetida a andlise por CG-EM. Foram obtidos os indices
de retencéo pela injecdo desta solugcdo com uma outra solugdo contendo os
hidrocarbonetos de cadeia normail (C9-C35).

6.3.9 Obtencioc da 1-octen-3-ona
OH

~— PCC
. m
8C20 8C21

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5 mg de 1-octen-3-ol em
diclorometanc (1 mL) e cioro cromato de piridinio (10 mg). O sistema foi mantido
sob refluxo por uma noite. Apds este periodo © aquecimento foi desligado e a
mistura reacional analisada por CCD utilizando como eluente hexano/acetato de
etila (8/2) onde se verificou consumo total do alcool e formacéc de um produto
com menor polaridade. A mistura reacional foi filtrada em silica gel e 0 solvente
evaporado. O residuo resultante foi analisado por EM.
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6.4 Estudo da relagdo ecoldgica entre Melipona scutellaris e
Mefipona rufiventris

6.4.1 Coleta de cperarias de M. Scuteljaris e M. rufiventris

Operarias de coldnias pura e mista (3-5 unidades) de M. scuteliaric e de
colbnia mista de M. rufiventris foram coletadas em margo de 2003 e da colbnia
pura de M. scutelfaris (5 unidades) em margo de 2004. O local de coleta foi =
Fazenda Aretuzina (Sao Simao -SF). As operarias foram resfriadas, colocadas em
frascos e transportadas até Campinas em gelo.

6.4.2 Extracéo das ceras do abdémen das operarias

As operarias foram lavadas com hexano bidestilado e o solvente reamovido
com auxilio de corrente de nitrogénio obtendo-se de 0,3 a 0.5 mg de extrato que
foi analisado por CG-EM.

6.4.3 Determinacio da posicao das duplas ligacOes dos extratos
obtidos

Foi utilizada a mesma metodologia ja descrita para outros exiratos.
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7. ANEXO

AD1. Compostos identificados em volateis.

Composto Estrutura
a-pinenc "éé
B-pinenoc % .
benzaldeido %

g-metil-5-hepten-2-ona

et

mesitileno
n-octanal NS
. 1
p-cimeno P
limoneno ?
s
1,8-cineoi

alcool benzilico

fenil acetaideido

cis— f-ocimeno

frans-f-ocimeno

gcetofenona

.
5
@

&

oxido de cis-linalol
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E 3. Especiro de massas do 1,2-dietil-benzeno a 70 eV.
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E 4. Espectro de massas do 1-etil-2, 3-dimetil benzenoc a 70 eV.
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E 7. Espectro de massas do 4-etil acetofenona, a 70 eV.
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E 8. Espectro de massas do miristato de isopropila, a 70 eV.
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E 13. Especiro de massas de um p-alcanc (n-heptacosano) a 70 eV.
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E 25. Espectros de massa a 70 eV dos derivados dimetildissulfetos dos acetatos de
13-docosenila (a), acetato de 17-hexacosenila (b), acetato de 19-octacosenila(c),

acetato de 21-triaconteniia (d), acetato de 23-dotriacontenila.

181



.ﬁmundéncieﬂ - &3
“ 3 - WQVVW\MWNW
wd O
N .
i |
2 ] JRE: i
é E i 185 o 23 341 i 450
: I A O O 1
i 160 300 miz =174
Adundanca kril T o o o s o o o5 n
: ISCH;
50 o !
1
E O SCH,!
40 . L ey S j
b 5 454 223?1
41 55 s 284 544
* }{ I % 151 { ! % }355{ i
i 257 -
o 3 L A o : i,?i i [i 1] “ ‘ , . a
iz 160

i 28. Espectros de massa

=0 300 480 500
do butirato de 17-hexacosenila e de seu derivado

dimetildissulfeto & 70 eV.

Abundancia

55

x4

iz

il

8

dimetildissuifeto.

O
380
{12
' é’$1%1mmm235ﬁﬂmﬂammmasqm3&? 4
LY S Y S PO e 0 :
20 368
;W mfz =173
[ = v et e
I
§SCH3
i
\WN
]
§
3
¥
SCH,!
__________ [
= mfz=3
3552 37 418 a7
oty IR M0 e M 4w | & o o
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E 29. Espectro de massas a 70 eV de MC encontrado na recompensa de Maxillaria
cerifera, apos ser submetido a sililacdo com BSTFA.
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E 32. Espectro de RMN de "°C {"H} (125,69 MHz, CDCl,,) de MCH1.
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E 33. Espectro de RMN de ®C (DEPT 90 e DEPT 135) a 125, 69 MHz em CDCl
para MC1.
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E 34. Expanséo do mapa de contorno do espectro de RMN de 2D de correlactes 'H-
3¢ a uma ligagdo (HSQC) a 499,89 MHz para o 'H e 125,69 MHz para o °C.
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E 36. Mapas de contorno de RMN de 2D das correlagdes 'H-">C a longa distancia (g-
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composto MC1.
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E 37. Espectro de RMN NOESY1D com pulso seletivo em & 6,48 NOESY1D (496,88
MHz, CDCls) de MC1.
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E 38. Espectro de RMN NOESY1D com puls;) sobre & 0,34 (458,88 MHz, CDCl;) de
MC1.
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E 39. Espectro de RMN NOESY1D com pulso seletivo sobre & 0,55 (499,89 MMz,
CDClz) de MC1.
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E 40. Espectro de RMN NOESY1D com pulso seletivo sobre § 3,28 (499,89 MHz,
CDCls) de MCA1.
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E 41. Espectro de massas a 70 eV de MFC2F11.
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E 42: Espectro de RMN de "H (499,89 MHz, CDCls) de MFC2F11.
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E 43. Espectro de RMN de °C de RMN de ™C {'H} (125,69 MHz, CDCl) de
MFC2F11.
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E 44. Espectro de RMN de "°C (DEPT 135 e DEPT 90) a 125,69 MHz, em CDCl; de
MFC2F11.
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E 45. Mapa de contornos do espectro de RMN 2D das correlagdes 'H -'°C a uma
ligacdo (HSQC) a 499,89 MHz, em CDCl; de MFC2F11.
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E 48. Espectro de RMN NOESY1D com pulso seletivo sobre § 0,55 (499,89 MHz,
CDCls) de MFC2F11.
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E 49. Espectro de RMN d?e NOESY1D com pulso seletivo sobre & 3,23 (498,88 MHz,
CDCls) de MFC2ZF11.
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E 50. Espectro de RMN de NOESY1D com puiso seletivo sobre & 0,80 (489,89 MHz,

CDCl,) de MFC2F11.

173



e
#

F
o
iL ITE TN NE TN

t i I
o 3 s U B . i A TR TS B

383

E 51. Espectro de massas obtido para MB1 a 70 eV.
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E 52. Espectros de massas do colesterol (a) e estigmasterol (b) identificados no

néctar de Spathodea campanulatta, obtidos a 70 eV.

174



a0 4
23 = 35
a0
A
- 81 oy
u
L]
" 1
L]
o :
& a3
[ :
2 m
fo:5:]
= 5 i &35
] s §
19 : 2R mm | E iz B g
it 1o b7

E 53. Espectro de massas do composto principal da fracdo SC18.
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E 54. Espectro RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) de SC18.
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E 55. Espectro de RMN de "°C de RMN de "°C {'H} (75,45 MHz, CDCly) de SC18.

E 56. Espectrc de RMN de "°C (DEPT 90 e DEPT 135) a 75,45 MHz, em CDCls, de
SC18.
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E 57. Espectro de RMN NOESY1D com puisc seletivo sobre o sinal de H-19 endo

(499,88 MHz, CDCls) de SC18.
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E 58. Espectro de RMN NOESY1D (499,89 MHz, CDCl;) de SC18.
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E 59. Especiro de RMN NOESY1D com pulso seletive sobre o sinal de H-29 (498,89
MHz, CDCl;) de SC18.
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E 60. Espectro de massas da a e famirinas{a e b, respectfvamente) a7l e\!
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E 61. Especiro de RMN de °C de RMN de "°C {*H} (125,69 MHz, CDCl;) de SC19.
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E 82. Espectro de massas da 1-octen-3-ona presente nos volateis de néctar de S.
campanulataa 70 eV.
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E 63. Espectro de massas do componenie principal das ceras de M. sculellaris de
colénia invadida a 70 eV.
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E 64. Espectro de RMN de 'H do componente majoritario da cera da coldnia mista de
M. scutellaris (CDCls, 300,07 MHz)
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E 85. Espectro de RMN de °C, DEPT 135 e 90 (CDCls, 125,69 MHz, CDCl3) da cera
da colbnia mista de M. scutellaris.
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