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RESUMO



Neste trabalho foi desenvolvido o protocolo de extracdo e analise da composicao
guimica dos oleos florais de botbes e flores de Byrsonima brachybotrya.

A para a determinacdo da composicao quimica do 6Oleo floral envolveu analises de
cromatografia gasosa, indice de retencdo e espectrometria de massas. Foram
identificados nos Oleos florais dos botdes os compostos tetradecanoato de metila,
hexadecanoato de metila, octadecanoato de metila, tetracosanoato de metila, 8,11-
octadecadienoato de metila, (9z,12z,15z)-octadecatrienoato de metila, butanodioato de
dimetila, 2-nitro-propanoato de metila, 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila, p-
metoxicinamato de metila, 2-pentadecanona, (3-sitosterol, olean-12-en-3-ol, urs-12-en-3-ol,

4’ 5-diidroxi-7-metoxiflavona, 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona.

Nos Oleos obtidos a partir das flores foram identificados os compostos
tetradecanoato de metila, hexadecanoato de metila, octadecanoato de metila,
tetracosanoato de metila, (9z,12z) -octadecadienoato de metila, (9z,12z,15z7)-
octadecatrienoato de metila, butanodioato de dimetila, 2-nitro-propanoato de metila, 3,4,5-
trimetoxibenzoato de metila, p-metoxicinamato de metila, 2-pentadecanona, [3-sitosterol,
olean-12-en-3-ol, urs-12-en-3-ol,  4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona, 5-hidroxi-4’, 7-

dimetoxiflavona.

Neste trabalho propomos ainda a identificacdo do triterpeno 223-hidroxi-3,21-dioxo-
D:A-Friedo-29-nor-olean-24-ato de metila, o diacilglicerideo 1(acetoxi-docosanoil)-2-
acetilglicerol, e os ésteres octilicos 3’hidroxi, 9-acetoxitricosanoato de octila e 3-hidroxi, 9-

acetoxidocosanoato de octila somente por espectrometria de massas.

Outras analises para estes compostos ainda estao sendo efetuadas.



ABSTRACT



In this work it was developed the protocol of extration and analysis of the chemical
composition of floral oils of buttons and flowers of Byrsonima brachybotrya. For the
determination of the chemical composition of the floral oil it involved analyses of gaseous
chromatography, index of retention and mass spectrometry. The compounds had been
identified in floral oils of the buttons methyl tetradecanoate, methylhexadecanoate, methyl
octadecanoate, methyl tetracosanoate, methyl 8,11-octadecadienoate, methyl (9z, 12z,
15z) - octadecatrienoate, dimethylbutanodioato , methyl 2-nitro-propanoate, methyl 3,4,5-
trimetoxibenzoate, methyl p-metoxicinamato, 2-pentadecanone, 3 - sitosterol, olean-12-en-
3-ol, urs-12-en-3-ol, 4',5-diidroxi-7-metoxiflavone, 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavone. In oils
gotten from the flowers they had been identified to the compounds methyl tetradecanoate,
methylhexadecanoate, methyl octadecanoate, methyl tetracosanoate, methyl 8,11-
octadecadienoate, methyl (9z, 12z, 15z) - octadecatrienoate, dimethylbutanodioato, methyl
2-nitro-propanoate, 3 methyl 3,4,5-trimetoxibenzoate, methyl p-metoxicinamato, 2-
pentadecanone, [ - sitosterol, olean-12-en-3-ol, urs-12-en-3-ol, 4', 5-diidroxi-7-
metoxiflavona, 4',5-diidroxi-7-metoxiflavone, 5-hidroxi-4',7-dimetoxiflavone. In this work
we still consider the identification of triterpeno methyl 22 (3 - hidroxi-3,21-dioxo-D: The-
Friedo-29-nor-olean-24-oate , diacilgliceride 1 (acetoxi-docosanoil) - 2-acetylglicerol, and
octilics  esters octil  3-hidroxy-9-acetoxytricosanoate and  octil  3-hidroxy-9-
acetoxidocosanoato only for mass spectrometry.

Other analyses for these compounds still are being effected.






1. Introducéo

Nesta introducdo serdo abordados os temas sobre o papel que o 6leo floral exerce
na relacdo interespecifica entre plantas e seus polinizadores, as abelhas, bem como
aspectos relevantes sobre a importancia da investigacao da estrutura quimica deste 6leo,

além de aplicacdo de métodos fisicos de andlise de estruturas organicas.

1.1 Consideracdes Gerais

As flores oferecem uma enorme diversidade de recompensas aos seus
polinizadores tais como néctar, pélen, resinas, etc. cuja fungéo estd muito bem estudada.

Uma nova area de pesquisa em ecologia de polinizacdo surgiu em 1969, quando
VOGEL relatou pela primeira vez a presenca 0Oleos florais em algumas espécies vegetais,
gue se encontram em organelas altamente especializadas denominadas de “elaiéforos”,
como outra forma de recompensa oferecida aos polinizadores, em especial as abelhas.

Existem hipdteses que evidenciam a utilizam estes 6leos na construcao e vedacéao
dos ninhos; aumento da aderéncia do pdlen ao seu corpo etc, mas a sua verdadeira

funcdo ainda permanece desconhecida.

1.2 Ecologia Quimica

Quando os insetos, de maneira geral, visitam as flores para se alimentar ou coletar
0 néctar e o podlen para consumo, estes usualmente polinizam as flores neste processo,
sendo que ambas as partes (flor e inseto) sdo beneficiados a partir de uma associacao
mutualistica. Existem trés fatores bioquimicos associados nesta inter-relacao
(HARBONE, 1993):

1 - odor;
2 — coloracéao das pétalas da flor;

3 — e o valor nutricional do néctar e do pdlen.

Como a polinizagdo depende da aproximagcao do animal sobre a flor, o primeiro
sinal que o inseto recebe é sentido pelo olfato.
Os animais vivem em um mundo de comunicacédo quimica (feromdnios) e sdo sem

duvida algumas capazes de detectar compostos volateis exalados pelas flores de uma
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longa distancia. Quando o polinizador esta préximo a flor, este recebe um sinal visual, em
contraste entre a coloracdo das pétalas e das folhas existentes no caule. Apos o inseto ter
pousado na flor, este é guiado até o néctar por uma guia visual existente na pétala,
derivado de uma distribuicdo diferencial dos pigmentos existentes na pétala da flor.
Finalmente, ha a transferéncia do polen da antera para o estigma, onde o inseto é
recompensado pelo ganho nutricional de aclUcares e outros constituintes do néctar e do
polen (HARBONE, 1993).

Se for observado com atencdo, a polinizacdo nas flores acontece geralmente
durante as primeiras horas do dia, onde ha muita atividade de insetos, tais como o0s
besouros, abelhas, vespas e alguns outros pequenos insetos. Algumas plantas sao
somente polinizadas a noite por morcegos e mariposas. Existe ainda um outro tipo de
polinizacdo ocasional realizada por pequenos grupos de roedores, macacos € moscas
(HARBONE, 1993).

O problema em se determinar o polinizador ou polinizadores ativos em uma
determinada espécie de planta € dificil, pois exige muito tempo de observacdo em campo
(HARBONE, 1993).

Alguns animais podem visitar as flores por outra razdo que néao seja a polinizacao,
porque estes podem “roubar” o néctar da flor sem carregar o pdlen necessario para a
polinizagdo. Um exemplo deste tipo de animal sdo as formigas, porém esta pode atuar
como um genuino polinizador em alguns casos (HARBONE, 1993).

A necessidade da planta em atrair animais com o proposito de polinizacdo depende
de quédo natural é o seu sistema sexual e a sua estrutura floral. Existem alguns tipos de
capim que sdo polinizados pelo vento. Entretanto existem algumas poucas classes de
angiospermas gque necessitam claramente de um animal para que ocorra a polinizacao.
Isto é obvio para plantas que possuem apenas flores de um sexo, como € o caso das
plantas didicas, onde as flores macho e fémea se encontram em plantas diferentes. Até
mesmo em plantas hermafroditas a autopolinizagdo € incompativel pois ha a necessidade
de variabilidade genética na populacdo da espécie (HARBONE, 1993).

Ha o fenbmeno de constancia da flor, que € um fator de grande significancia na co-
evolugdo de angiosperma e seus parceiros animais. Isto representa uma fidelidade do
polinizador, para que haja uma regularidade de visitas somente a um limitado numero de
espécies de planta, e num caso extremo, somente uma. Esta fidelidade € orientada pela
morfologia floral, odor e coloracdo das pétalas. De fato muitas plantas através da
evolugéo de suas partes florais tiveram uma restrita polinizagdo a um tipo de vetor que foi

chamado de “bee-flower” (pequena e com corolas grandes), “butterfly-flowers” (tamanho
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meédio e corolas estreitas) e “humming bird-flowers” (cumpridas e com corolas grandes)
(HARBONE, 1993).

1.2.1 Papel da coloracéo da flor

As abelhas preferem as tonalidades de azul e amarelo, podendo discernir as
diferentes absor¢des do espectro eletromagnético, e sdo sensiveis a intensa absorcéo na
regido do UV de compostos como as flavonas e flavondis, que estdo presentes em
praticamente todas as flores brancas e podem ocorrer como co-pigmento em flores
cianicas (azuis) (HARBONE, 1993).

Apesar das abelhas ndo serem sensiveis a cor vermelha, estas ainda visitam
algumas espécies vermelhas guiadas pela presenca de absorcdo do UV pelas flavonas
presentes na flor (HARBONE, 1993)..

A preferéncia de cor de alguns polinizadores estao relatadas na tabela 1 abaixo.

Tabela 1- Preferéncia de cor de diferentes poliniza dores (HARBONE, 1993).

Animal Preferéncia de Cor Comentarios
Morcegos Branco, verde ou purpura Maioria ndo enxerga
palido cores
Abelhas Amarelo, azul intenso e Podem ver no UV, mas
branco nao sao sensiveis ao
vermelho
Besouros Creme Pobre em enxergar cor
Péssaros Escarlate, vermelho- Sensiveis ao vermelho
amarelo
Borboletas Cores vivas, vermelho e
purpura
Mariposas Vermelho e purpura, Maioria poliniza a noite
branco e rosa palido
Moscas Marrom, roxo ou verde
Ratos Vermelho escuro Polinizam pela noite
Vespas Marrom

1.2.2 Papel da Fragréancia das Flores

O odor ou o cheiro das flores, freqientemente sdo 0s que mais atraem os insetos
polinizadores até as angiospermas. A fragrancia tem especial importancia para insetos
noturnos, onde o estimulo visual é praticamente ausente. As abelhas sdo especialmente
atraidas pela fragrancia das flores (HARBONE, 1993).
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Como os insetos sdo sensiveis a baixas concentracdes de compostos quimicos
volateis, as fragrancias sdo normalmente efetivas em baixas concentragdes nas flores.
Muitas espécies de plantas ndo apresentam ao sentido humano, possuir grande
concentracao de fragrancia, mas estas produzem fragrancia suficiente para atrair abelhas
ou borboletas (HARBONE, 1993).

Em muitas espécies, o odor maximo produzido estda coordenado com tempo de
amadurecimento do pdélen e é uma clara demonstracéo de que a flor est4 pronta para ser
polinizada. A producéo de odores florais pode variar, até com relacdo ao horario do dia, a
chamada variacédo circadiana.

O odor floral pode atrair os polinizadores até a flor com outros propositos além de
comida, como acontece no caso da primitiva angiosperma Zugogynum e Exospermum,
gue séao polinizadas por mariposas do género Sabatinca (HARBONE, 1993).

A fragrancia € uma mistura de compostos volateis em sua maioria, terpenos e
compostos alifaticos de baixo peso molecular. (GEISMANN, 1969).

Muitas plantas apresentam glandulas especiais de odor na superficie das plantas,
as quais estao repletas de Oleos volateis. Nao esta claro em alguns casos que o odor
presente nas folhas contribui ao processo de polinizacdo (HARBONE, 1993).

Odores sao exalados pelas flores, na forma de uma mistura complexa de
compostos quimicos denominado de 6leo essencial. Podem ser extraidos por destilacdo
por arraste a vapor. Nos 6leos essenciais existe uma variedade de compostos organicos
presentes, como por exemplo, monoterpenos e sesquiterpenos (majoritarios), alcoois
alifaticos, cetonas e ésteres (HARBONE, 1993).

Em alguns casos o0 constituinte majoritario pode ser responsavel pelo odor
caracteristico da flor, mas usualmente a mistura de componentes € que prové o cheiro de
uma planta. O fator mais importante na producéo de uma esséncia, € que um componente
pode influenciar diretamente a efetividade de outro para produzir um odor caracteristico
(HARBONE, 1993).

Odores desagradaveis ou amindides tem sido muito pouco estudado. Os
componentes principais desta classe sdo monoaminas, que possuem cheiro parecido com
o cheiro de peixe. Em alguns casos, odores mais intensos podem indicar a presenca de
dois grupamentos amina (HARBONE, 1993).



1.2.3 Papel do Néctar e Pdlen

Uma das principais razfes pela qual os animais visitam as flores € para obter o
néctar e suas propriedades nutricionais que sdo muito importantes para a maioria dos
polinizadores, especialmente para aqgueles que ndo possuem outras formas de nutricao
(HARBONE, 1993).

O néctar ndo possui nenhuma outra funcdo além de atrair os polinizadores. A
maioria dos néctares tem sido examinados, e consistem numa simples solucdo de
acucares. A maioria tem gosto adocicado, sendo que a concentragcdo de acucar no néctar
varia de 15 a 75% por peso. S&o trés os compostos presentes no metabolismo das
plantas: glucose, frutose, e sacarose. Oligosacarideos também ocorrem, mas usualmente
em tracos. A distribuicdo destes trés acucares comuns foi relatada em mais de 900
espécies e em diferentes quantidades (HARBONE, 1993).

Uma propriedade desta variacdo quantitativa dos acucares presentes no néctar é
gue a concentracdo permanece constante e ndo esta sujeita a variacado diurna ou sazonal
na espécie. Apesar da sacarose poder ser convertida em glucose e frutose via reagao
enzimatica com invertase; e estas terem sido encontrada no néctar, acredita-se que nao €
encontrada em quantidades suficientes (HARBONE, 1993).

Em andlise dos diferentes tipos de néctar feita por Baker e Baker em 1900, estes
sugerem que existe uma relacdo entre a razdo dos agucares presentes e o tipo de
polinizador que visita a flor (HARBONE, 1993).

Andlises do néctar para encontrar proteinas (Baker e Baker, 1975), mostram que
sdo geralmente ausentes, e apenas em 14% das amostras foi detectada alguma

concentracao destes compostos (HARBONE, 1993).

1.2.4 Oleos florais

Quando os insetos, de maneira geral, visitam as flores para se alimentar ou coletar
0 néctar e o podlen para consumo, estes usualmente polinizam as flores neste processo,
sendo que ambas as partes (flor e inseto) sdo beneficiados a partir dessa associacao
mutualistica, onde varios fatores tais como o odor, a coloracdo das flores e o valor
nutricional dos recursos florais estdo envolvidos (HARBONE, 1993). Dentre as interacfes
ecoldgicas, mediadas por semioquimicos (substancias quimicas envolvidas nas
interagcbes dos organismos) a polinizacdo de flores por insetos se constitui na mais

importante delas dentro das angiospermas.
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O termo semioquimico é amplo, ndo se referindo apenas as substancias quimicas
responsaveis pelo fornecimento de informagdes, como também as toxinas. Assim utilizou-
se o termo infoquimicos para enfatizar a diferenca entre esta categoria de substancias
guimicas, que transportam informacfes e as toxinas e nutrientes. O termo infoquimicos
pode ser definido, entdo, como uma substancia quimica que, em seu contexto natural,
fornece informacdes em uma interacdo entre dois individuos, provocando, no receptor, um
comportamento ou uma resposta fisioldgica. Os infoquimicos, portanto se constituem em
uma subcategoria dos semioquimicos. A classificacdo dos infoquimicos baseia-se no tipo
de interacdo; se intraespecifica ou interespecifica, bem com na relacdo custo/beneficio
gue cada organismo terd. A esquema 1 ilustra com podem ser subdivididos os

semioquimicos.

SEMIOQUIMICOS
(infoquimicos + toxinas + nutrientes)
INFOQUIMICOS
Acdao intraespecifica Acdo interespecifica
FEROMONIO ALELOQUIMICO
ALOMONIOS CAIROMONIOS SINOMONIOS

Esquema 1 — Representacdo esqueméatica dos semioquimicos e suas subclasses.

Os polinizadores, em especial, as abelhas, utilizam recursos florais para a sua
alimentacdo e também na construcdo de seus ninhos. Dentre estes recursos, o pélen e o
néctar sdo os mais amplamente utilizados e varios autores versam sobre estes recursos
analisando sua composi¢cdo quimica e seu valor nutricional. Além de pélen e néctar, um
grupo relativamente restrito de plantas oferece Oleos florais como recompensa aos seus
polinizadores. As primeiras observacfes sobre flores produtoras de 6leos remontam o
século XIX, quando Darwin em 1862 relata que Fritz Muller, durante suas investigacdes
em matas brasileiras, observou que flores de Oncidium flexuosum possuiam “mamilas
nutritivas” que eram raspadas por insetos. Depois disso VOGEL, 1969 foi o primeiro autor
a descrever a “sindrome floral” que se constitui na presenca de estruturas especializadas
denominadas de “elai6éforos” que séo estruturas produtoras de Oleos florais em um grupo
restrito de familias vegetais. A partir dai essa nova area de investigacdo passou a ser
conhecida como ecologia da polinizagao.

A presenca de Oleos florais foi, até agora, observada em um grupo bastante restrito
e seletivo de plantas que estdo distribuidas em 8 ordens, 8 familias (Iridaceae,

Krameriasceae, Malpighiaceae, = Orchidaceae,  Scrophulaceae, Curcubitaceae,
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Melastomataceae, Solanaceae, Myrcinaceae), 79 géneros e 2402 espécies espalhadas
por todo o mundo (BUCHMANN, 1987).

Nas familias Scrophulariaceae, Solanaceae, Primulaceae, Iridaceae, os 6leos sao
armazenados em tricomas localizados nas pétalas, na base das anteras ou em partes do
ovario denominados de elai6foros tricomaticos. Nas familias Malpighiaceae, Orchidaceae
e Krameriaceae, 0s 6leos se localizam em células epidérmicas denominados de elaiéforos
epiteliais.

A familia Malpighiaceae esta amplamente distribuida nas regides tropicais, sendo
gue, dentre os 60 géneros reconhecidos, 47 sao exclusivamente neotropicais. Dentre
eles, os mais representativos sdo: Banisteria, Byrsonima, Malpighia, Stigmaphyllon e
Thryallis.

A despeito da grande diversidade de habitos, morfologia das partes vegetativas e
dos frutos, a morfologia floral de Malpighiaceae é relativamente constante, sendo que
somente as espécies neotropicais possuem glandulas de 6leos funcionais. A literatura
refere-se a 945 espécies (BUCHMANN, 1987; VOGEL, 1990), fazendo da familia
Malpighiaceae a mais importante familia dentro da ecologia da polinizacdo. Segundo
TREMBLAY et al.,1992 a especializagdo das espécies em relagdo a polinizadores
especificos reduz o numero de espécies polinizadas e aumenta a eficiéncia da
transferéncia do polen entre individuos, reduzindo o custo energético de uma fecundagéo
bem sucedida.

As abelhas coletoras de 6leo sdo os principais polinizadores das Malpighiaceae na
regido Neotropical (FRANKIE et al., 1976; FRANKIE & VINSON, 1997). Este grupo,
especializado na coleta e consumo de 6leos florais é pequeno e esta distribuidos em 15
géneros e 4 tribos (SIMPSON & NEFF, 1981; BUCHMANN, 1987; VOGEL, 1990 e
MICHENER, 2000). Entre estes grupos destacam-se Centrini (Centris e Epicharis)
Tapinotaspidini (ex. Paratetrapedia) e Tetrapediini (ex. Tetrapedia), todas pertencentes a
antiga familia Anthophoridae e atualmente agrupadas na familia Apidae (Apoidea,

Hymenoptera).



Centridini Tapinotaspidini Tetrapediini

As principais Paratetrapedia fémea Tetrapedia macho em
polinizadoras das em B. brachybotrya B. brachybotrya
Malphighiaceae

Além da Epicharis

Figura 1. Principais abelhas coletoras de 0leo floral.

A funcdo destes Oleos para as abelhas ainda permanece uma &rea pouco
investigada. VOGEL em 1974, foi o primeiro a sugerir que os Oleos seriam usados
basicamente na alimentacédo larval, e as abelhas coletoras de O6leo teriam passado a
utilizar esse recurso como substituto do néctar, pelo seu alto valor nutricional, pois alguns
Oleos florais chegam a fornecer até quatro vezes mais energia por unidade de massa do
gue os carboidratos presentes no néctar (BUCHMANN, 1987). A analise do alimento
larval retirado de células de Centris confirmam também esta suposi¢do. (SIMPSON et al.,
1977; SIMPSON & NEFF, 1981; VINSON et al., 1997).

As relagBes ecologicas entre flores e seus polinizadores tém despertado a atencéo
de pesquisadores had muito tempo, mas tradicionalmente, essas interacfes tém sido
analisadas sob uma perspectiva morfo-funcional com base na morfologia das flores e das
abelhas e no seu comportamento associado (PERCIVAL,1965; VAN DER PIJL &
DODSON, 1966; FAEGRI & VAN DER PIJL, 1979; REAL, 1983; SIMPSON &
NEFF,1983). Abordagens correlacionando variagbes na composicdo quimica das
recompensas florais com diferentes grupos de polinizadores tém enfocado principalmente
‘flores de néctar (KEVAN & BAKER, 1983) e ‘flores de fragrancia’ (WILLIAMS, 1983) e
seus polinizadores.

Poucos estudos foram até hoje realizados no sentido de identificar a composicao
guimica dos oOleos florais. VOGEL (1974) analisou os 6leos de espécies de Calceolaria
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(Scrophulariaceae) identificando diacilglicerideos como seus principais constituintes,
resultado semelhante tendo sido encontrado também em espécies de Lysimachia
(Primulaceae). Em Krameria (Krameriaceae), 0s principais constituintes foram
identificados como sendo &cidos graxos livres. REIS et al. (2000) relataram a composicéo
quimica dos Oleos florais de Oncidium pubes (Orchidaceae), formados de di e
triacilglicerideos. O Unico trabalho relativo & quimica de 6leos florais de Malpighiaceae é
um estudo sobre Byrsonima crassifolia, que mostrou uma variacao intra-especifica na
composicdo quimica onde dois tipos de 6leo floral puderam ser observados. No tipo mais
comum o Oleo consiste de mono e diglicerideos, acidos graxos e uma pequena
quantidade de triglicerideos, além de tracos de carboidratos. A composicdo dos
glicerideos é predominantemente de ésteres de &cidos graxos de C-18 a C-22. O
segundo tipo é similar ao primeiro, com excecédo da presenca de grandes quantidades de
um lipidio desconhecido mais polar que os padrdes analisados (VINSON et al., 1997).

Também foi encontrado que o componente majoritario da Oncidium pubes Lindl.,
O. hookri Rolfe, O. cornigerum Lindl., O. truncatum Pabst, O. amictum Lindl., O.
longicornu Mutel, O. welteri Pabst, Baptistonia echinata Barb. Rodr. E Ornithofhora
radicans Barb. s&o diacilglicerideos substituidos assimetricamente. Diacilglicerideos
substituidos assimetricamente sdo conhecidos por ativar a proteina kinase C (PKC),
responsavel pelo sinal celular que promove a hidrélise do lipidio e fosforilagdo de vérias
proteinas que controlam o crescimento e a diferenciacao celular. Portanto o papel destes
lipidios para as abelhas pode ser muito mais importante que somente para revestimento
do ninho. (MARSAIOLLI, et al., 2000)

Calceolarea Krameria Byrsonima crassifolia Oncidium pubes
(VOGEL, 1974) (SEIGLER, 1978) (VINSON etal., 1997) (REIS et al.2000)

Figura 2 . Foto das espécies cuja composicdo quimica dos 6leos florais ja foram

estudados.
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Sabe-se também que os 6leos coletados pelas abelhas sdo empregados como
material de revestimento de seus ninhos (SIMPSON & NEFF, 1981; BUCHMANN, 1987).
Nas abelhas Centris spp, 0 Oleo é coletado especialmente pelas fémeas, que o carregam
para os ninhos, misturando-o com pélen (proteina), que depositam seus ovos nesta
mistura. As larvas que nascem possuem uma dieta especial de lipidios para se
desenvolver. Deste modo os lipidios desempenham um papel muito importante na
evolugéo da relacdo entre plantas e polinizadores; ou seja, as abelhas se beneficiam pela

dieta de alto valor nutricional e as plantas séo fielmente polinizadas por elas.

Figura 3. Foto da fémea da abelha Centris flavifrons cavando o solo para construir

seu ninho.

Estudos mais recentes relatam a coleta de 6leo também por abelhas machos o que
de alguma forma amplia a nossa visdo a cerca da funcdo dos Oleos florais para as
abelhas.

Como o conhecimento da composicdo quimica dos 6leos produzidos nas glandulas
florais versus visitantes (abelha) pode fornecer dados importantes na compreensao de
diversos mecanismos de polinizacdo, e como muito pouco tém sido feito no sentido de se
entender essas possiveis correlagdes. Propomo-nos a, dentro de uma area de estudo
especifica, investigar a composi¢cdo quimica dos Oleos florais de plantas da familia
Malpighiaceae, bem como sua variacdo intra- e interespecifica e a correlacionar a fauna
de abelhas visitantes. Para tanto neste trabalho, fez-se necessario uma colaboracdo com
os profs. Gabriel Melo do Depto de Zoologia/lUFPR e Anita J. Marsaioli do 1Q-UNICAMP.
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1.3 Objetivos

Identificar quimicamente os principais constituintes presentes nos oOleos florais de
Byrsonima brachybotria (Malpighiaceae).

1.3.1 Objetivos Especificos
Observacédo de campo, para detectar as espécies de Malpighiaceae visitadas por
abelhas coletoras de o6leo.
Identificacdo dos espécimes coletados (plantas e abelhas).
Retirada dos elaioféros epiteliais das flores e/ou botdes de Byrsonima brachybotria.
Extracdo e derivatizacao do 6leo floral obtido.
Andlise por CG/EM

Interpretacao dos resultados obtidos.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais utilizados

Todos o0s solventes utilizados neste trabalho , desde a extracdo até o
fracionamento cromatografico, de grau espectroscopico: acetato de etila (TMEDIA),
hexano, diclorometano e metanol (VETEC).

As placas de CCD foram efetuadas utilizando-se silica gel 60 da Merck, e
reveladas com irradiacdo de luz UV, em comprimento de onda de 254 e 365 nm; e/ou
anisaldeido sulfdrico seguido de aquecimento.

A coluna cromatografica foi feita com silica gel Merck (0,04-0,063 mm) para
separacdo dos padrbes de n-alcanos e silica gel Merck (0,063-0,2000 mm) para o
fracionamento cromatografico do oleo.

O diazometano foi preparado dissolvendo-se 1g de N-metil-N-nitrosotolueno-p-
sulfonamida (CAS n° 80-11-5), em 20 mL de éter etilico em banho de gelo. Adicionou-se
em seguida 1 g de KOH em 2 mL de agua destilada com 8mL de etanol. Apds 5 minutos,
foi destilada a solucdo formada em banho-maria a temperatura de 65°C.

Os espectros de RMN 1H foram obtidos em espectrofotbmetro da AC-200 da
Brucker, operando a 200 MHz.

As analises de CG/EM foram realizadas na Universidade de Campinas
(UNICAMP), no laboratorio da Profa. Dra. Anita J. Marsaioli.

O aparelho utilizado para andlise das amostras, como para a injecdo do padréo de
n-alcanos foi o Hewlett Packard 6890/5973. Injetou-se 2uL de amostra solubilizada em
acetato de etila grau espectroscépico em injetor sliptless, a 250°C, conectado a uma
coluna apolar HP-5 (silica fundida) de 30m x 0,25mm x 0,25um, onde a temperatura inicial
foi de 50 °C e a final de 290°C, sendo a rampa de aquecimento 5°C por minuto
(temperatura programada) e espera de 12 min em 290°C. O gas carreador foi hélio com
vazdo de 1mL/min. A ionizacdo dos compostos eluidos da coluna foi feita com impacto

eletrébnico de 70 eV.
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3. Experimental

3.1 Coleta do material vegetal e as observacdes de  campo

A coleta de material biolégico e as observacbes de campo foram realizadas na
Reserva Ecoldgica Itaytyba, uma reserva particular do patriménio natural (RPPN)
pertencente & Fazenda Santa Lidia do Cercadinho, no municipio de Tibagi. A RPPN
possui uma area total de 1090 ha e é vizinha ao Parque Estadual do Guartela. A area €
coberta predominantemente por campos limpos, contendo também remanescentes de
cerrado e matas de galeria. O trabalho de campo foi concentrado nas areas de campo
limpo e cerrado pela facilidade de locomocéo e observagéo (plantas com estatura média e
baixa).

3.2 Extrag&o do Oleo Floral

Devido a pouca quantidade de material disponivel para andlise, o procedimento de
extracdo envolveu a retirada dos elai6foros epiteliais manualmente com o auxilio de
microscopio estereoscopico, em seguida uma lavagem rapida da organela em agua
destilada, para retirada de eventuais impurezas e/ou polen. Para extracdo do 6leo floral
foram realizados varios processos classicos de extracdo: nitrogénio liquido seguido de
maceracao, ultrassom e por imersao, sendo que o ultimo método foi o mais simples. Os
Oleos dos elai6foros foram entdo submetidos a extracdo por imersdo em acetato de etila
grau espectroscopico. Foi feito um total de cinco extragbes. Em seguida o 6leo floral
remanescente foi extraido utilizando banho de ultra-som por 20 minutos em acetato de

etila, e posteriormente filtrados.

Figura 4. Foto dos elai6foros extraidos da B. brachybotria.
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3.3 Reacao de Metilagéo

Para reacdo de metilagdo, adicionou-se o reagente de metilacdo (diazometano)

diretamente sob o 6leo. A ocorréncia da reacao pode ser verificada pela liberacdo de N..

3.4. Preparacgéo do Padrao de N-alcanos

O padrdo de n-alcanos, comumente obtido na empresa Sigma Aldrich, foi
preparado usando o petréleo como matéria prima.

Em uma coluna cromatografica com silica gel pura (0,04mm-0,063mm), foram
colocados 100mL de petréleo, onde foi utilizado hexano (100%) como fase movel. As
cinco primeiras fracbes foram reunidas e analisadas no cromatrografo gasoso com
detector de massas. O cromatograma desta analise encontra-se nos anexos (figura 33-
p.69).

3.5 Anélise de CG/EM e Calculo do indice de Retencd o

O célculo do indice de retencao foi feito a partir das formulas 1 e 2 mostradas
abaixo (VAN DEN DOOL E KRATZ, 1963).

t'r(x) - t'r(2)
t'r(z+1) - t'r(2)

| =100.Z + 100

)

| =100.Z + 100 log t'r(x) - logt'r(z)

log t'r(z+1) - log tr(z)
@)

Onde:
t'r(x) € o tempo de retencéo do pico analisado subtraido do tempo de reten¢éo do alcano
eluido mas rapidamente da coluna;
t'r(z) é o tempo de retencdo do alcano eluido imediatamente antes do pico analisado
subtraido do tempo de retencdo do alcano eluido mais rapidamente da coluna;
t'r(z+1) é o tempo de retencdo do alcano eluido imediatamente depois do pico analisado

subtraido do tempo de retencéo do alcano eluido mais rapidamente da coluna;
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Z é& o numero de atomos de carbono existente na estrutura do alcano eluido
imediatamente antes do pico analisado;

Todos os tempos de retengéo sdo utilizados em minutos.

3.6 Fracionamento do dleo floral

Devido a grande complexidade quimica do 6leo floral, optou-se por fazer uma
purificacdo deste 6leo utilizando uma coluna cromatografica de silica gel 60 (0,063-0,2000
mm) na proporcao de 1:20. Foram adicionados na coluna 160 mg de amostra bruta.

Com o fracionamento cromatrografico do 6leo floral, foram obtidos num total de 378
fracOes, onde a troca de solventes acontecia quando n&do havia mais indicios de
compostos eluidos da coluna, observados em CCD e UV. As primeiras 50 fracOes
correspondem a fracdo hexanica, fracbes de 51 a 130 a hexano:diclorometano 1:1,
fracOes 131 a 187 a diclorometano 100%, fragBes 188 a 237 & diclorometano:acetato de
etila 1:1, fracbes 238 a 291 a acetato de etila 100%, fracdes 292 a 330 acetato de
etila:zmetanol 1:1 e fracbes 330 a 378 a metanol 100%. Em seguida estas fracdes foram
analisadas por analisadas por placas cromatograficas padronizadas da Merck, onde foram
reunidas as fracdes 11 a 49, 133 a 151, 152 a 158 e 163 a 173, as fragOes
correspondentes ao acetato de etila 100% nao apresentaram qualquer indicio de amostra
no UV e na revelacdo com anisaldeido. As fracGes obtidas com metanol ainda nédo foram

analisadas.
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4. Resultados e Discussao

Os resultados parciais deste trabalho consistem na coleta, extracdo e
caracterizacdo dos 0leos florais da espécie Byrsonima brachybotrya Nied.

4.1. Coleta e observacéo de campo

A coleta de material bioldgico e as observacbes de campo foram realizadas na
Reserva Ecologica Itaytyba, onde foram feitas, trés visitas para coleta e observacao de
campo durante o periodo de floracdo das Malpighiaceas que compreendeu o periodo de
Outubro de 2003 a Marco de 2004. Todas as espécies coletadas que constam da
relacdo abaixo foram (através de observacdes de cam po), em algum momento,
visitadas por abelhas coletoras de 6leo.

A primeira coleta foi feita no inicio da floracdo, que ocorreu no final do més de
outubro de 2003, onde foram coletadas vérias espécies de Malpighiaceae, posteriormente
identificadas como: Byrsonima brachybotrya Nied., Byrsonima sp., Peixotoa parviflora A.
Juss. e Byrsonima verbascifolia (L.) DC. sendo que algumas das espécies acima foram
coletadas tanto na regiao de mata quanto na regido do cerrado.

A segunda coleta foi realizada um més apds a primeira visita (novembro de 2003),
onde foram coletadas varias espécies que foram posteriormente identificadas como:
Byrsonima sp., Byrsonima subterranea Brade & Markgr, Peixotoa parviflora A. Juss.,
Byrsonima verbascifolia (L.) DC., Banisteriopsis campestris (A. Juss.) Little, e a espécie
Byrsonima brachybotrya Nied., esta Ultima apenas na regiao de cerrado.

A terceira coleta foi realizada no final do més de marco de 2004, que corresponde
ao final do periodo de floracdo, onde foram encontradas poucas espécies ainda floridas,
dentre as quais foram coletas: Banisteriopsis muricata (Cav.) Cuatrec. e Tetrapterys
multiglandulosa A. Juss, sendo que a espécie Byrsonima brachybotrya Nied foi
novamente coletada, com pouca amostragem, na regiao de mata.

O material sera depositado no Herbario da UFPR e as exsicatas estdo com o Prof.
Dr. Gabriel Melo da UFPR, mas serdo levadas para o herbario oportunamente. A
identificacdo do material vegetal foi feita pela Dra. Maria Candida H. Mamede, do Instituto
de Botanica de Sao Paulo, que é especialista na familia Malpighiaceae.

A escolha de se comecar as andlises pela espécie Byrsonima bachybotria foi
baseada no fato de que a espécie (dentro da area de estudo) apresentar a maior
populacdo comparada a outras espécies e também por ter sido obtida em todas as
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coletas realizadas, tornando possivel uma andlise comparativa entre os Oleos florais

obtidos.

Figura 5 . Fotos da regido do cerrado (a) e da regido da mata (b).

4.2 Obtencao dos Oleos Florais

Como existem poucos estudos sobre métodos de extragdo destes 6leos, bem como
a sua composicdo, optou-se em extrair amostras em plantas em estagio inicial de
maturacdo (botdo), separadamente ao Oleo de plantas maduras (flores abertas).
Inicialmente o processo de extracdo utilizado foi por imersdo, assim os elai6éforos foram
retirados manualmente das flores e botbes e imediatamente mergulhados em acetato de
etila no proprio local de coleta. evitando qualquer tipo de reacdes oxidativas e/ou
degradativas do material vegetal fresco.

Depois de repetir o procedimento de troca de solvente por 5 vezes consecutivas, 0S
elai6foros foram entdo extraidos com acetato de etila em ultra-som, por 20 minutos afim
de retirar qualquer material adsorvido remanescente.

O o6leo obtido por percolacdo ndo foi misturado com aquele obtido por ultra-som.
Assim como o0s Oleos obtidos em cada uma das trés coletas também n&o foram

misturados entre si.

Flor

Botéo
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Figura 6: Foto mostrando as flores maduras e os botdes de Byrsonima

Brachybotrya.
A escolha do acetato de etila baseia-se na polaridade observada para os
compostos presentes nas amostras
4.3 Massas de 0leo floral extraido
Abaixo estdo apresentadas as massas de Oleo extraidas nas trés coletas
realizadas, além de apresentar outros dados tais como: local da coleta e o estagio de

maturacdo das plantas.

TABELA 2 — Massas dos Oleos Extraidos na Primeira Coleta (Outrubro/2003)

Byrsonima Brachybotrya

Massa de Oleo Extraido (mg)

Flor* 42.1
Botao* 91,5
Flor** 108,8
Botao** 125,9

* Mata: vegetacdo mais densa, local mais imido, de menor insolagéo

**Cerrado: vegetacao rasteira, local seco, pedregoso de maior insolagéao

TABELA 3 - Massas dos Oleos Extraidos na Segunda Coleta (Novembro/2003)

Byrsonima Brachybotrya

Massa de Oleo Extraido (mg)

Flor **

553,8

Botao**

182

**Cerrado: vegetacgéao rasteira, local seco, pedregoso de maior insolagéao

TABELA 4 - Massas dos Oleos Extraidos na Terceira Coleta (Margco/2004)

Byrsonima Brachybotrya

Massa de Oleo Extraido (mg)

Flor*

63,5

Botao*

122,7

* Mata: vegetacdo mais densa, local mais umido, de menor insolagéo
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E importante observar que n&o foi feito estudo estatistico para relacionar massa de
Oleo extraido por elaiéforo; pelo fato da extragéo ter sido realizada em campo, onde néo
havia instrumentos para medigao.

Na primeira coleta foram obtidas amostras na regido de mata e cerrado, enquanto
gue nas demais coletas somente na mata ou cerrado. Isto leva a pensar que na primeira
coleta houve o pico maximo de floracdo, o que poderia explicar 0 maior niumero de
espécimes floridas. Porém, isto ndo pode ser afirmado com certeza.

Outro fato que chama atencéo é que a quantidade de 6leo extraido entre as coletas
varia, porque durante a coleta foi-se retirando amostras de acordo com o numero de flores
e botdes existentes na planta, portanto em alguns espécimes foi retirado um numero

maior de elaiéforos comparado ao outro.

4.4 Andlises por Cromatografia de Camada Fina

Foram realizadas inimeras analises para encontrar o melhor sistema de solventes
para constituir a fase movel, e chegou-se a concluséo que o éter de petréleo:acetato de
etila (1:1) separa em maior numeros os componentes do 6leo floral. Estas analises foram
realizadas utilizando todas as amostras na mesma concentragdo (1mg/mL).

Através destas analises em conjunto com técnicas mais apuradas, como RMN H
mostrado em anexo (Figura 34 e 35 — p.67) das amostras brutas, concluiu-se que nao
havia diferenca marcante e/ou significativa nos constituintes quimicos do 6leo floral obtido
a partir das espécies coletadas na regido de mata com a do cerrado, sendo assim foram
misturados as amostras de 6leo da primeira coleta (botdo com botdo e flor com flor),
sendo conservado 5 mg de cada amostra pura, por precaucao.

Como nas outras coletas so foram coletadas espécies em uma determinada regiao
da &rea de estudo em diferentes datas: cerrado (coleta 2) e mata (coleta 3), estas foram
analisadas em separado, mesmo apresentando o mesmo perfil cromatografico em placa

(em todos os sistemas de solventes testados).

4.5 Analises por Cromatografia Gasosa — Espectromet  ria de Massas

Os resultados obtidos com as analises do CG/EM e seus respectivos indices de
retencdo foram organizados em tabelas mostradas abaixo, para facilitar a comparacao
dos compostos quimicos existentes entre as amostras, sendo que alguns destes

compostos foram identificados utilizando-se o banco de dados da biblioteca WILEY e
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NIST. Para os compostos nao identificados pelas bibliotecas de massas, seus espectros
depois de analisados foram comparados com substancias da mesma classe de
compostos com os da literatura.
As tabelas 5 e 6, mostram a relacdo de substancias identificadas pelo banco de
dados da biblioteca WILEY e NIST, além dos teores observados e os cromatogramas

destas andlises estdo na figura 30, 31, 32, 33 nos anexos (p.63- 66).



TABELA 5. Substancias identificadas no extrato em a

brachybotria nas trés coletas realizadas (FC1/FC2/FC3).
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cetato de etila das flores de B.

Tr Substancias identificadas %FC1 %FC2 D6FC3 IR(calculado)
4,33 Nao Identificada 0 0,65 0

4,8 N&o ldentificada 0 0,3 0

8,45 Butanodioato de dimetila 0 0,63 0

8,9 2-nitro, propanoato de metila ? ? ?
10,98 Nao Identificada 0 0 0,3
13,69 N&o Identificada 0,25 0 2,22 1218
25,18 p-metoxicinamato de metila 0 0,5 0
25,27 Nao Identificada 0,18 0 0
25,67 2-pentadecanona 0,82 0 1,48 1696
26,02 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila 0,16 0 0
26,24 Tetradecanoato de metila 0,15 0 0 1756
26,87 N&ao Identificada 0,36 0 0
29,07 Nao Identificada 0 0,41 0
30,41 Hexadecanoato de metila 0,8 1,8 0,96 1923
30,96 Dibutilftalato 0 0,6 0

32,7 N&o Identificada 1,5 1,17 1,92 2042
33,6 9,12(Z,Z)-octadecadienoato de metila 0,79 1,97 0,94 2058
33,7 9,12,15 (Z,Z,2)-octadecatrienoato de metila 0,3 0,6 0 2091
34,17 N&o ldentificada 0,13 0,02 0,77
34,22 Octadecanoato de metila 0,13 0 0
38,48 N&o Identificada 0,12 0 0 2398
40,94 NZo Identificada 0,63 1,12 3,06 2526
42,41 N&o ldentificada 0,26 0 0
43,32 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavanona 1,03 0 3,31 2686
43,85 NZo Identificada 4.6 0 3,14 2724
43,94 Tetracosanoato de metila 1,04 0,74 1,24 2728
44,27 Nao Identificada 0,3 0 0,46
44,42 4’ 5-diidroxi-7-metoxiflavanona 1,92 1,43 2,31 2765
44,55 N&o Identificada 1,65 1,01 1,52 2772
44,72 N&o Identificada 6,3 0 5,6 2784
45,07 N&o ldentificada 0 0,7 0,39
45,27 Nao Identificada 0 0,51 0
45,28 N&o ldentificada 0 0 1,53
45,31 N&o Identificada 3,4 0,46 0 2828
45,69 N&o Identificada 1,58 0,34 0 2856
45,79 N&ao Identificada 0 0,58 0
46,21 N&ao Identificada 1,85 1,56 5,23
46,31 N&o Identificada 4.1 4,06 2,85 2899
46,65 NZo Identificada 9,64 8,6 10,21 2926
46,95 N&o ldentificada 0,7 0 0
47,05 NZo Identificada 1,39 0 1,8 2958
47,18 N&o Identificada 0,77 0 0
47,26 N&o Identificada 0,58 0 0 2970
47,41 NZo Identificada 14,46 3 12,18 2983
47,52 N&o Identificada 6,46 0 5,36 2991
47,65 NZo Identificada 1,04 0,4 1,16 2999
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48,44 N&o ldentificada 2,35 1,48 2,46 3060
49 N&o Identificada 0,64 0,55 0 3098
49,2 NZo Identificada 0,24 0,23 0 3112
49,33 N&o Identificada 1,18 0,4 0 3122
49,55 N&ao Identificada 0,31 0,5 0
49,59 N&o Identificada 0 0 1,95
49,62 N&o Identificada 0 0,6 0
49,83 N&ao Identificada 1,37 1,76 0
49,95 N&o Identificada 3,28 3,1 4,17 3162
50,21 NZo Identificada 0,93 0 0 3177
50,35 N&o Identificada 3,88 5,2 3,28
50,72 N&ao Identificada 0,43 3 0
50,82 Nao Identificada 0,27 0 0
50,95 N&o Identificada 1,2 0 0
50,97 Nao Identificada 0 1,55 2,13
51,28 N&o Identificada 1,34 0,33 0 3239
51,52 NZo Identificada 1,76 3,78 2,84 3253
52,44 B-Sitosterol 0,64 1,7 0,35 3298
52,54 N&o ldentificada 0 1,45 0
52,93 Nao Identificada 0,42 2,71 0,7
53,01 N&o ldentificada 0,7 0 0
53,1 N&ao Identificada 0 1,4 0
53,24 Olean-12-en-3-ol(B—amirina) 1,48 4,35 1,81 3339
53,55 N&ao Identificada 0 2,95 0
53,99 Nao Identificada 0,25 0 0
54,24 Urs-12-en-3-ol (a—amirina) 0 2,15 1,15 3386
54,34 Nao Identificada 2,36 0,4 0,97
54,99 N&o Identificada 0 0,3 0
55,06 Nao Identificada 0 0,1 0
55,28 N&o Identificada 0 0 0
56,33 N&o Identificada 0 0,65 0
58,08 N&o Identificada 1,07 0,7 0 3522
acido 22B-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30-nor- 3543
58,74 olean-24-6ico 3,9 23,26 7,8
61,5 N&ao Identificada 0 1,3 0
TOTAL 99,39 99,06 99,55




TABELA 6. Substancias identificadas no extrato em a
B. brachybotria nas trés coletas realizadas (BC1/BC2/BC3).
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cetato de etila dos botdes de

Tr Substancia ldentificada %BC1 %BC2 0%6BC3 IR(calculado)
4,33 N&o ldentificado 0 0,12 0

4.8 N&ao Identificado 0 0,17 0

8,45 Butanodioato de dimetila 0 0,47 0
10,98 Nao Identificado 0 0,25 0
13,69 NZo Identificado 0 0,24 0,98 1219
25,27 Nao Identificado 0,28 0,43 0
25,67 2-pentadecanona 0,62 0 0 1969
26,02 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila 0,27 0,33 0
29,07 Nao Identificado 0 0,3 0
30,41 Hexadecanoato de metila 0,87 1,15 1,3 1923
32,7 NA&o Identificado 1,5 1,23 1,06 2042
33,6 8,11 (Z,Z)-octadecadienoato de metila 0,64 1,18 0,54 2059
33,7 9,12,15(Z,Z,Z)-octadecatrienoato de metila 0 0,43 0 2091
34,22 Octadecanoato de metila ? ? ?
40,94 NZo Identificado 0,85 1,15 3,12 2527
42,41 N&ao Identificado 0,23 0 0
43,32 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavanona 0,95 0,44 0 2686
43,7 N&ao Identificado 0 0,22 0
43,85 NA&o Identificado 5,16 0 0,57 2724
43,94 Tetracosanoato de metila 1,3 0,89 1,14 2728
44,42 4’ 5-diidroxi-7-metoxiflavanona 1,52 2,5 1,34 2765
44 55 N&o Identificada 1,8 1,23 2,25 2772
44,72 NA&o Identificada 7 0 2,51 2784
45,07 N&o Identificado 0,26 0,5 0,44
45,28 N&o ldentificado 0 0 1,71
45,31 NA&o Identificado 3,4 6,54 0 2828
45,69 NZo Identificado 2,35 3,42 0 2856
46,21 Nao Identificado 1,06 0,82 0,82
46,31 NZo Identificado 4,74 6,02 3,6 2899
46,65 Nao ldentificada 10,23 6,27 7,35 2926
46,95 NA&o Identificado 0,6 0 0 2945
47,05 NZo Identificado 1,17 0,65 0 2961
47,18 N&ao Identificado 0,64 0 0
47,26 N&o Identificado 0,66 0 0 2971
47,41 NA&o Identificado 15,6 1,9 7,69 2983
47,52 NZo Identificado 7.1 0 1,96 2991
47,65 N&o Identificado 1,07 0,43 0 2999
47,72 Nao Identificado 0 0 0,6
48,44 NZo Identificado 2,06 5,66 1,27 3059
48,68 N&ao Identificado 0 0,45 0

49 NZo Identificado 0,53 1,36 0,53 3098
49,2 NA&o Identificado 0 0,53 0 3113
49,33 NA&o Identificado 1,18 1,11 0 3123
49,55 N&o ldentificado 0 1,25 0
49,83 N&ao Identificado 1,43 2,31 0,93
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49,95 N&o ldentificado 2,58 7,28 1,91 3162

50,21 N&o Identificado 0,66 0 0 3177

50,35 NA&o Identificado 4,03 4,16 3,54 3186

50,72 N&o Identificado 0,31 0,52 0,75 3210

50,82 Nao Identificado 0 0,56 0

50,97 N&o ldentificado 0,82 0,19 1,2

51,28 N&o Identificado 1,26 0,32 0,83 3240

51,52 NA&o Identificado 1,28 3,76 1 3253

52,04 N&o ldentificado 0 0,36 0,68

52,44 B-Sitosterol 0,82 0,98 0,86 3298

52,54 N&o ldentificado 0 0,62 0

52,6 N&ao Identificado 0 0 1,02

52,93 N&ao Identificado 0 0,8 1,7

53,01 N&o ldentificado 0 0,8 1

53,24 Olean-12-en-3-ol (B-amirina) 0 2,73 6,1 3339

53,55 N&o ldentificado 0 1,21 2,03

54,24 Urs-12-en-3-ol (a—amirina) 0 1,87 5,35 3385

55,28 N&o ldentificado 0 0,6 0

56,37 N&o ldentificado 0 0 0,87

58,08 NA&o Identificado 0 1,75 6,61 3522
acido 223-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30- 3544

58.74 nor-olean-24-6ico 0 18,25 221

O sistema de indice de retencéo, introduzido por Kovats, se baseia na comparacao
do tempo de retencdo na coluna cromatografica de uma série de homadloga de n-alcanos,
utilizando-se sistema isotérmico.

Para temperatura programada o indice de retencdo ndo é reprodutivel, a menos
gue seja feita uma padronizacédo, onde a rampa de temperatura escolhida deve permitir
uma eluicdo dos padrdes de n-alcanos com intervalos definidos. A cerca de trés décadas,
KRAZ E VAN DEN DOOL, definiram um indice de retencdo para temperatura
programada,que leva em consideracdo os tempos de retencdo dos n-alcanos eluidos
diretamente antes e imediatamente depois do pico a ser investigado. Apos fixado estes
pontos de referéncia, a posicdo do pico do composto analisado foi encontrado pela
formula 1 e 2, descritos na parte experimental, onde a formula 1 € para analises com
temperatura programada e a 2 para corrigir a linearidade da analise no momento em que
a temperatura se torna constante(VAN DEN DOOL, H.). O cromatograma da co-injecéo

da amostra com o padrdo se encontra na figura 33 em anexo (p.66).
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4.6 Estruturas dos compostos encontrados nas analis es de CG/EM do ¢leo floral

extraido dos botoes e flores.

~
Tetradecanoato de metila 1 Hexadecanoato de metila 2 ™~
WO
Octadecanoato de metila 3 O
/O
Tetradecanoato de metila 4 O\
/

9,12,15-octadecatrienoato de metila7z O ) -
Butanodioato de dimetila 8

—0
NO o /
2 @) — —0O
)\(O /O \O \\ﬁ//
0] —O0
Oo— \

2-nitro, propanoato de metila9  3,4,5-trimetoxibenzoato de metila 10 ~ P-metoxicinamato de metila 11

Ww

2-pentadecanona 12 o]

[3-sitosterol 13
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Olean-12-en-3-0l 14 Urs-12-en-3-0l 15 4' 5-diidroxi-7-metoxiflavona 16

OH O
5-hidroxi-4', 7-dimetoxiflavona 17 22b-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30-nor-olean-24-ato de metila 18

Figura 7 . Estrutura molecular dos compostos encontrados no extrato em acetato
de etila de flores e botbes de Byrsonima brachybotrya.

4.7 Classe de compostos encontrados no 6leo floral

Nos oOleos florais estudados, foram identificadas as seguintes classes de
compostos: cetonas, &cidos carboxilicos, terpendides e flavondides. Além destes,
propomos ainda a presenca de um diacilglicerol, de um triterpeno e de dois ésteres
octilicos de acido graxo (néo identificado pelas bibliotecas NIST e WILEY).

Devido ao pequeno numero de trabalhos encontrados na literatura sobre O6leos

florais pouco sabe-se sobre a composi¢cao quimica dessas misturas.
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4.7.1 Acidos carboxilicos

4.7.1.1 Esteres de acido graxo

Varios acidos carboxilicos de C14-C24 foram identificados nos 6leos florais de B.
brachybotrya, na forma de seus ésteres metilicos (devido a derivatizacdo quimica
realizada). Os ésteres tetradecanoato de metila 1, (Figura 11 — p.44)_; hexadecanoato de
metila 2, (Figura 12 — p.45); octadecanoato de metila 3, (Figura 13 — p.46);
tetracosanoato de metila 4, (Figura 14 — p.47); (Z,Z) 8,11-octadecadienoato de metila 5,
(Figura 15 — p.48)_; (Z,2) 9,12-octadecadienoato de metila 6, (Figura 16 — p.49)_; (Z,Z,2)
9,12,15-octadecatrienoato de metila 7, (Figura 17 — p.50)_; foram identificados no 6leo
floral analisado por espectrometria de massas e indice de retencéo.

O indice de retencdo encontrado para o éster tetradecanoato de metila 1,
hexadecanoato de metila 2, (Z,Z2) 8,11-octadecanoato de metila 3, foi 1756, 1923, 2058,
muito préximo aos valores observados na literatura que correspondem a 1726, 1911,
2098, respectivamente (VAN DEN DOOL, 1963 e REIS, 2000).

Os ésteres foram uns dos primeiros compostos organicos estudados por
espectrometria de massas em detalhes. Os ésteres metilicos saturados com mais de
cinco carbonos, ao serem bombardeados com elétrons de alta energia dao origem a
fragmentos do tipo: ions de alquila e ions contendo oxigénio da funcéo éster.

O ion alquila resulta em quebra de cadeia. O ion contendo oxigénio da origem ao
pico mais proeminente do espectro, que corresponde ao rearranjo de McLafferty. Dentre
estes podem-se incluir o pico do ion molecular (M*); do ion acilio (RCO") e do pico em
m/z 74, caracteristico da maioria dos ésteres metilicos, além de uma série de picos
correspondentes a perda de grupos CH, .

De um modo geral, a fragmentacdo dos ésteres metilicos mostram o pico do ion
molecular pouco intenso. Em compara¢do com o pico base, a intensidade do pico do ion
molecular tende a aumentar com o aumento do tamanho da cadeia, como pode ser
observado nos espectros das figuras 11 a 14 em anexo.

A perda do radical metoxi a partir do ion molecular da origem ao ion acilio (RCO+),
gue corresponde ao pico M-31, e que podem ser observados nos espectros das figuras 11
a 14 em anexo e esquema 2.

O pico base dos espectros dos ésteres saturados é o m/z 74. Este fragmento é

resultado de rearranjo de McLafferty, no qual ocorre transferéncia y-H para o oxigénio da
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carbonila através de um estado de transi¢cdo ciclico, e quebra de ligacdo C2-C3, para

gerar uma 6leofina e um ion como mostrado no esquema 2.

1)

O+
)t RS
@ (H *Ol'
+
CHy(CHz)n ?O ———> CH(CH)N—CH=CH, + ~ g
2N

Oo— m/z=74
Esquema 2. Formacéo do ion acilio (1) e do pico base pelo rearranjo de McLafferty(2)

Este rearranjo pode ser visto nos espectros dos ésteres de acido graxos saturados
mostrados nas figuras 11 a 14 em anexo.

Entre os picos m/z 74 e o pico de ion molecular pode-se encontrar uma série de
picos correspondentes a série homologa: [CH,=CH(CH,),COHOCHS3]", determinada por
SPITELLER et.al. (1966) Estes picos mostram uma periodicidade peculiar nas suas
intensidades em m=0,4,8,12... .

SPITELLER et. al. (1966) postularam que estes ions formados do intermediario
mostrado no esquema 3, que é resultante da transferéncia do hidrogénio da posicdo 5

para o oxigénio carbonilico, sendo que o mesmo pode acontecer com o C6.
4 5 (CHZ)nCHS (CHz)nCH3
4/)H .
3 D) |'\|
o* —> o+
¢ /
o— o—
Esquema 3. Estado intermediério postulado por SPITELLER.

A quebra homolitica da ligacdo entre C7-C8 da origem ao pico m/z 143 € mostrado

no esquema 4.

‘OH 'OH
. Vi L
CH3(CH2)n_ZCWCH(CH2)4C\ ——>  CH2=CH(CH2)C
OCHjs OCHs

m/z = 143
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Esquema 4. Formacéo do fragmento m/z 143.

A formacao dos fragmentos m/z 199 e m/z 255 sdo mostrados no esquema 5.

+

.
OH JOH
. / o 7
CH3(CH2)n_2C®@fCH(CHZ)7C\ ——>  CH2=CH(CH2)gC_
OCHjs OCHjs
m/z =199
+ +
OH ,JOH
. // L
CH3(CHa)n 2O CHy  CH(CH) 1,0 > CHz—CH(CH2)1.C_
AN
OCHs OCHg
m/z = 255

Esquema 5. Formacéo dos fragmentos m/z 199 e m/z 255.

A transferéncia de hidrogénio do C2 para a C6, seguido da quebra da ligacdo entre
C3-C4, forma o fragmento m/z 87, que € mostrado no esquema 6.

(CH2)nCH3

+

OH

/
> CHy-CH—C + (CH2)nCH3
—OH "OCH;5 NS

m/z = 87

Esquema 6. Formacéao do fragmento m/z 87.

A energia requerida para formacao do ion em m/z 143 é menor do que o requerido
para o0 m/z 199 e 255, por isso a abundancia destes picos diminui no espectro.

Segundo Budzikiewicz (1964) o pico do ion molecular [M — 43] é resultado da perda
de um radical propil do ion molecular. O grupo propil eliminado € formado pelos trés
grupos metilénicos na posicao 2, 3 e 4, como mostrado no esquema 7.

+
CH30 /o< CH30 O CHiO,
(CHz)
4" — \ﬁ e
( (CHZ)n

H R R
4 |v|-43

Esquema 7. Formacao do pico [M — 43] dos espectros de acido graxo saturado.
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A analise dos espectros de massas de eésteres insaturados € mais complexa
porque além dos elétrons ndo ligantes do oxigénio, os elétrons ttambém podem sofrer o
impacto de elétrons formando cation-radical, que é possivel ser detectado pelo
espectrometro de massas, 0 que gera espectros que fornecem pouca informacao sobre a
estrutura molecular. Os isbmeros de ésteres insaturados sdo muito semelhantes entre si.

Verifica-se que a ligacdo dupla em uma cadeia longa de um éster ao ser
delocalizada com o impacto de elétrons, impede que a espectrometria de massas possa
revelar a posicédo original da insaturacédo. Biemann (1962) prop6s uma sequéncia de
trocas sucessivas de hidretos e hidrogénios para explicar a deslocalizacdo da ligacéo
dupla.

Um meétodo para localizar a posi¢cao da ligacdo dupla é oxida-la para um epoéxido,
que posteriormente sofre fragmentacdo formando ions caracteristicos. Entretanto, a
aplicacao destes métodos é€ restrita a ésteres monoinsaturados.

Atualmente, a utilizacdo do dimetildisulfeto (DMDS) para derivatizacdo de acidos
graxos monoinsaturados tem sido largamente utilizado (Esquema 8) para determinacéo
da localizacdo das ligagcbes duplas por espectrometria de massas.

CH3SI.SCH3 ‘SCHg
2
CH3(CH5),CH=CH(CH,),,COOCH; ——> CHACHﬂ$}+*§HKH2mCOOCH3

SCHs

Esquema 8 . Reacao de derivatizagdo por DMDS.

Para compostos poliinsaturados, um método que combina pirélise, cromatografia
gasosa e espectrometria de massas pode ser satisfatorio.

Além desses, outros compostos pertencentes a classe dos acidos carboxilicos,
foram também identificados na forma de seus ésteres metilicos, a saber: butanodioato de
metila 8, (Figura 18 — p.51) ; 2-nitropropanodioato de metila 9, (Figura 19 — p.52) ; 3,4,5-
trimetoxibenzoato de metila 10, (Figura 20 — p.53) ; parametoxicinamato de metila 11,
(Figura 21 — p.54) ; dibutilftalato, (Figura 22 — p.55) (este composto € um contaminante);
foram identificados no Oleo floral a partir da andlise de seus espectros obtidos em
comparacado com espectro de massas no banco de dados NIST e Wiley. Para estes
compostos, nao foram encontrados os indices de retencéo na literatura.

O espectro de massas encontrado do butanodioato de metila apresenta alta

similaridade com o da literatura.
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A protonacdo de um éster metilico leva a eliminacdo de CH3;OH do ion molecular
M®. A interac&o entre as duas carboxilas esterificadas favorece a reacdo eliminacao.
A fragmentacao deste composto é mostrado no esquema 9.

0
o / e -CO K\
-~ o OCH; ~Y . N CH;OH
| C OCHg ~ O > 7
o f OCHs OCH; \\\ 6
m/z = 146 (0] P
m/z =115 miz = 87 miz=

Esquema 9 . Fragmentacg&o do butanodioato de metila.

Acredita-se que a ciclizacdo ocorra, porque leva a um intermediario mais
estavel.(HARRISON., 1998)

A estrutura responsavel pelo pico em m/z 114 presente no espectro da figura 18
em anexo, € mostrada na figura 8. (HARRISON, 1998)

O
/O\M
O
m/z =114

Figura 8 . Estrutura geradora do pico em m/z 114 do diéster do acido succinico.

O composto 2-nitro-propanoato de metila possui os grupos funcionais éster e nitro.

O pico do ion molecular para os nitro compostos geralmente € fraco ou ausente. O
espectro de massas obtido apresenta a fragmentacdo caracteristica destas classes de
compostos, como fragmentos resultantes da quebra da ligacdo a em relacdo ao grupo
carbonila da funcéo &cido, bem como a perda de M-NO, para a funcao nitro. Os picos em
m/z 102, 87, 59 correspondem aos fragmentos M-31, M-NO, e M-COOCH;
respectivamente. (SILVERSTEIN, R.M., 1994).

O composto 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila possui os grupos funcionais éster e
éter. O espectro de massas obtido apresenta a fragmentagcdo caracteristicas destas
classes de compostos, como fragmentos resultantes da quebra da ligacdo a em relacéo
ao grupo carbonila da funcédo acido, bem como a quebra da ligacédo  ao anel da funcéo
éter . Os picos em m/z 211, 195, 168, 136 corresponde a perda dos seguintes fragmentos:
CHjs, CH30, COOCHj3;, COOCHj3; + CH30 respectivamente.
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O composto p-metoxicinamato de metila, por sua vez, apresenta no espectro de
massas fragmentacdo caracteristica de ésteres e éteres tais como os fragmentos
resultantes da quebra da ligacdo a em relacdo ao grupo carboxila da funcéo éster, bem
como a quebra da ligagdo B ao anel da fungdo éter. Os picos em m/z 179 [M* -15]; 161
[M* -31]; e 133 [M" -59], correspondem & perda dos fragmentos CHs, CH30, COOCHs,
respectivamente.

De um modo geral, a intensidade do pico do ion molecular para ésteres aromaticos
diminui proporcionalmente com o aumento da cadeia alquila ligada a carboxila. O pico em
m/z 149 é caracteristico de ésteres de acido ftalico. Este fragmento é provavelmente
formado por duas quebras da ligacdo éster envolvendo rearranjo de dois &tomos de
hidrogénio, seguido da eliminacéo de agua.(SILVERSTEIN, 1994)

o OH OH OH

+ 1 ot
O OH “OH
—_— —— —_— OH
O\/\/ O\/\/ OH *
|
o o o) o]

Esquema 10. Fragmentacgéo do dibutilftalato.

4.7.2 Cetonas

Cetonas, como 2-pentadecanona 12, (Figura 23 — p.56) ; foi identificada no 6leo
floral a partir da analise do seu espectro obtido em comparacdo com espectro de massas
no banco de dados NIST e Wiley. O indice de retencdo encontrado para este composto foi
de 1696, enquanto na literatura que € 1704 (REIS, 2000).

O pico do ion molecular de cetonas €, em geral, bastante intenso. Os picos de
fragmentacdo mais importantes no caso das cetonas alifaticas resultam da clivagem das
ligacbes C-C adjacente ao &tomo de oxigénio, permanecendo a carga com o ion acilio
(RCO"). No caso da 2-pentadecanona, essa quebra produz o pico em m/z 43.

Nas cetonas cujo grupo alquila ligado ao grupo carbonila for maior ou igual a C3 , a
guebra da ligacdo C-C a, 3 a carbonila ocorre com migracéo de hidrogénio (rearranjo de
McLafferty) para dar o pico mais intenso do espectro denominado de pico base, em m/z

58 para o composto da figura 23 em anexo.
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Esquema 11: Esquema da formacgéo do pico base do espectro de massas da 2-
pentadecanona

4.7.3 Terpendides e Esteroides:

4.7.3.1 Esteroides

O esteroide B-sitosterol 13, (Figura 24 — p.57) ; e os triterpenos: Olean-12-en-3-ol
14 ou B-amirina (Figura 25 — p.58) e Urs-12-en-3-ol 15 ou a-amirina (Figura 26 — p.59) ,
foram identificados no 6leo floral de B. brachybotria. A identificacdo destes constituintes
foram feitas a partir da comparacgédo do seu espectro de massas com o0 espectro obtido por
CARERI & ELVIRI (2001) e JACOB & DISNAR (2005) respectivamente.

O indice de retencdo encontrado para o esterdide [-sitosterol foi 3298 e o
encontrado na literatura é 3275. Para os triterpenos a-amirina e [-amirina foram
calculados valores de indices de retencdo de 3386 e 3339, respectivamente, ndo tendo
sido encontrados valores de IR para estes triterpenos na literatura.

Os esteroides sédo lipidios insaponificaveis. Os 6leos e resinas dos vegetais,
geralmente apresentam fitosterdis, os quais sdo encontrados no estado puro ou na forma
esterificada ou ainda conjugados como glicosideos. (CARERI & ELVIRI, 2001)

De maneira geral, o fitosterol predominante entre as espécies € (-sitosterol e os
menores constituintes sdo o campesterol, estigmasterol, avenasterol e brassicasterol.
(CARERI & ELVIRI, 2001)

Os fitosterdis tém sido reconhecidos como uma das substancias que possuem
atividade biolégica contra o cancer. Nos animais, 0 sitosterol é utilizado como anti-
inflamatorio; anti-neoplasico, anti-pirético e modulador da atividade imunolégica. Além
disso, vale a pena citar, que o [(-sitosterol ajuda na reducdo do colesterol existente no
plasma dos seres humanos.

O espectro de massas do B-sitosterol € caracterizado pelo ion molecular em m/z
414 e um sinal intenso em m/z 396, devido a perda de uma molécula de agua [(M-H;O)].
Outros sinais citados pela literatura sdao os m/z 381, 357, 255, 129; originado pelos
fragmentos [M-(H,O+CH3)]; [M-(C1,C3+ H,0)]; [M-(parte da cadeia + H,0)] e (C1,C3+
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H,O) respectivamente. Todos estes sinais destacados pela literatura (CARERI & ELVIRI,
2001) puderam ser observados no espectro de massas da figura 24 em anexo.

A respeito dos triterpenos: B-amirina e a-amirina respectivamente Olean-12-en-3-ol;
e Urs-12-en-3-0l, estes possuem uma grande ocorréncia no reino vegetal, podendo estar
na forma livre ou ligado a um grupo glicosil ou acido graxo ou mesmo um composto
fenadlico.

O esqueleto complexo e as diferentes funcionalidades dos triterpenos fazem desta
familia de compostos a mais diversificada da natureza.(JACOB & DISNAR, 2005).

Os triterpenos 14 e 15 (a e B- amirina) apresentam massa molecular de 440, mas o
pico do ion molecular ndo pode ser observado nos seus respectivos espectros de
massas, por apresentar uma intensidade muito pequena. Segundo a literatura, a presenca
de fragmentos m/z 408 [(M — 32)] e m/z 393, indicam a perda do grupo metdxi na forma
de metanol durante a fragmentacao (BRYCE et al., 1967).

Conforme mostra a proposta de fragmentacdo dos triterpenos 14 e 15 abaixo, a
fragmentacdo mais caracteristica dos triterpenos pentaciclicos insaturados na posi¢éo C-
12 se constitui no fragmento proveniente da retro Diels-Alder no anel C (MATHE &
CULIOLI, 2004), que para os triterpenos 14 e 15, apresentam o0 mesmo valor m/z 218,
com intensidade de 100%.

Por outro lado, a diferenciagéo entre os esqueletos ursano 14 e oleano 15 pode ser
observada na relacdo de intensidade entre os picos em m/z 203 e m/z 189. Para os
triterpenos derivados do esqueleto oleano 15 o fragmento em m/z 203 € mais intenso que
em m/z 189, enquanto que para os derivados do esqueleto ursano o0 que ocorre é o
contrario (ou pelo menos, 0s picos em questdo tem a mesma intensidade)

Estes triterpenos pentaciclicos séo componentes minoritarios em organismos Vvivos,
e sdo definidos como metabdlitos secundarios. Os mesmos sao encontrados nas plantas,
onde ocupam um papel fundamental na defesa dos organismos vivos contra agentes
externos, tais como: microbios, fungos e raios UV (JACOB & DISNAR,. 2005). Esta
informacdo pode sustentar a teoria formulada por Vogel sobre Oleos florais citadas no
inicio deste trabalho.
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m/z =203

Esquema 12 - Proposta de fragmentacgéo da [3-amirina

e

=
m/z= 218
l *CoHs
/ +
=
m/z= 189

m/z =203

Esquema 13 - Proposta de fragmentacéo do a-amirina
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4.7 .4 Flavonoéides

Apenas a espectrometria de massas nao pode prover informacdes suficientes para
identificar a estrutura completa de um flavonoide, mas pode dar muitas informacdes sobre
0s substituintes nos anéis A e B. Muitos estudos para identificar o padrdo de
fragmentacdo destes compostos tem sido feita, e mostram que varias classes de
flavondides apresentam fragmentos caracteristicos (HEDIN, P.1992).

Foram identificados dois flavonodides: 4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona 16, (Figura 27 —
p.60)_e 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona 17, (Figura 28 — p.61) . Os espectros de massas
destes compostos foram comparados com o espectro do banco de dados Wiley e através
de dados encontrados na literatura (BALZA, F. 1988; MORALES, G. 2003; HEDIN, P.
1992), onde apresentam grande semelhanca.

Segundo MORALES, G (2003) a fragmentacdo do composto 4’,5-diidroxi-7-
metoxiflavona 16 possui 0 pico base em m/z 286 e outros picos caracteristicos sdo em
m/z 269, 243, 193, 180, 167, 138, 120, 95 e 69 que também sdo encontrados nas
mesmas intensidades no espectro obtido neste trabalho. No esquema 16 encontra-se
algumas estruturas dos fragmentos obtidos para composto 4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona
16 .

OH
| |
o l o O\Q;TJ
|
OH O OH O

m/z = 286

o

o
|
OW/ /O Ow/ /O
\\O+ \;:& .
OH on °

m/z= 167 m/z =166

Esquema 14 . Fragmentos do composto 4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona 16 .

Segundo HEDIN, P. (1992), o composto 5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona 17 possui
pico base em m/z 134 e outros picos caracteristicos em m/z 300, 299, 193, 167, 166, 121
que também sdo encontrados nas mesmas intensidades no espectro obtido neste
trabalho. No esquema 17 encontra-se algumas estruturas dos fragmentos obtidos para

este composto.
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Esquema 15 . Fragmentos do composto 4'5-hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona 17.

Os valores de indice de retencéo calculados foram 2765 e 2686 para 0s compostos
16 e 17 respectivamente, porém ndo foram encontrados valores de indices de retencao

na literatura para estes compostos.
4.7.5 Composto nao identificado pelas bibliotecas W  ILEY e NIST.

Dentre os constituintes observados nos o6leos florais de B. bachybotria, varios
compostos nédo tiveram sua identificacdo realizada pela comparacdo entre seus espectros
de massas com o da biblioteca de massas WILEY e NIST.

Para estes compostos, foi tentado em um primeiro momento, inferir a qual classe
de composto pertence, para depois, com base numa revisao da literatura propormos sua
provavel estrutura.

Dentre os varios compostos nao identificados, o pico em 58,75 minutos (cerca de
20% do 6leo) foi atribuido ao éster 22B-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-29-nor-olean-24-
oato de metila 18 (Figura 29 — p.62),_ cujo indice de retencéo foi 3544.

4.7.5.1 Triterpeno: Ester 22 B-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30-nor-olean-24-oato  de
metila

O espectro de massas observado para o pico em 58,75 min, apresentava
caracteristicas de um alcool triterpénico. Apoés reviséo da literatura, sobre a fragmentacao
dessa classe de compostos, foi encontrado um artigo que relata como principal
componente do pélen de elder (Sambucus nigra L.) (STRANSKY et. al., 2001) um
composto com 0 mesmo padrao de fragmentagao, cujo autor ndo conseguiu identificar.

Apds ampla revisdo bibliografica sobre triterpenos, foi possivel constatar que o
triterpeno (Figura 29 — p.62) apresenta um espectro de massas muito semelhante ao

éster 22[-hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30-nor-olean-24-ato de metila, isolado de
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Tripterygium wilfordii (Celastraceae) (KUTNEY et al., 1992). A Unica diferenca é que, no
nosso caso, 0 pico do ion molecular ndo pode ser observado em m/z 486. O ion que
apresentou maior massa foi em m/z 426 [M*-60] caracteristico da perda de &cido
acético,muito comum em ésteres metilicos. Outros fragmentos observados no espectro de
massa sao caracteristicos da classe dos triterpenos e estdo relatados no esquema
abaixo.

A Unica ressalva, diz respeito ao fato de que o triterpeno (Figura 29 — p.62) foi
isolado de Tripterygium wilfordii (Celastraceae) na forma de seu éster metilico, enquanto
gue no Gleo floral de B. brachybotria (Malpighiaceae) ndo é possivel sabermos se este se
apresenta na forma de acido carboxilico ou de éster metilico, devido a derivatizacao

realizada com o diazometano.
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Esquema 16 - Proposta de fragmentacéo de massas para o triterpeno (Figura 29) .
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4.8 Andlise Comparativa dos 6leos florais de Byrsonima bachybotria

A andlise comparativa dos cromatogramas (TIC) dos 6leos florais entre as flores e
entre os botdes de B. brachybotria das trés coletas realizadas mostrou constancia no que
diz respeito a composi¢cdo quimica observada, conforme os graficos 4-5 mostrados a
seguir. Além do fato de que o nimero de compostos presentes no 6leo floral das flores é
ligeiramente maior do que Oleo floral dos botbées. Ou seja, o 6leo floral das flores (grau de
maturacdo maior) é mais rico tanto em quantidade (que caracteriza da recompensa floral),
guanto em namero de compostos.

A andlise comparativa realizada entre os cromatogramas das flores e botdes
mostrou que os 6leos florais provenientes da coleta 1 (que foi agrupado cerrado + mata)
mostrou-se o mais rico dos trés, tanto em namero de compostos presentes quanto em
guantidade. Ja& as coletas 2 e 3, mostraram-se ligeiramente diferentes entre si. Um
acumulando em tempo de retencdo maiores (coleta 2) e outro em tempos de retencéo
menores (coleta 3). Mostrando que a regido de coleta e/ou periodo de estacdo
possivelmente estdo influindo mais na composicdo quimica desses Oleos do que 0s
orgaos analisados.

Contudo fica evidente, nas trés coletas realizadas (independente de todas as
variaveis) os 6leos florais analisados mostram que o maior acumulo (teores) ocorrem na
mesma regido de tempo de retencao, a primeira em torno de 40-49 minutos e a segunda
em torno de 58 -59 minutos. Ou seja, 0s principais constituintes estdo variando em

relacdo aos seus teores, mas ndo em relacdo a sua natureza quimica.

Andlise comparativa do CG dos 6leos florais de Flor  es e Botdes de B. bachybotria
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Anélise Comparativa dos CG dos 6leos florais das FI  ores e Botdes de B. bachybotria
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Figura 9. Grafico da andlise comparativa entre Flor e Botéo dos 6leos extraidos de
B. brachybotrya.
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Analise Comparativa dos 0leos florais FCIXFC2XFC3 d e B. bachybotria
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Figura 10. Grafico da analise comparativa entre FlorXFlor e BotdoXBotdo dos
Oleos extraidos de B. brachybotrya.
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Conclusao

A analise comparativa dos Oleos florais entre as flores e botdes de B. brachybotria
das trés coletas realizadas mostrou constancia no que diz respeito a composi¢cao quimica
observada. Tendo sido observado que o nimero de compostos presentes no 6leo floral
das flores é ligeiramente maior do que no 6leo floral dos botdes. Ou seja, o 6leo floral das
flores (grau de maturacdo maior) é mais rico tanto em quantidade (que caracteriza a
recompensa floral), quanto em nimero de compostos.

As analises de cromatografia gasosa com espectrometria de massas se mostrou
um meétodo muito eficiente na caracterizagdo de amostras com elevada complexidade de
compostos quimicos como é o caso do 6leo floral de Byrsonima brachybotrya. Com estas
analises foi possivel identificar que a composi¢cao quimicas dos 6leos, tanto dos botdes
guanto das flores, sdo muito semelhantes entre si, e pode-se verificar a presenca dos
compostos: tetradecanoato de metila, hexadecanoato de metila, octadecanoato de metila,
tetracosanoato de metila, 8,11(Z,2)-octadecadienoato de metila, 9,12(Z,2)-
octadecadienoato de metila, 9,12,15(Z,Z,Z)-octadecatrienoato de metila, butanodioato de
dimetila, 2-nitro, propanoato de metila, 3,4,5-trimetoxibenzoato de metila, p-
metoxicinamato de metila, 2-pentadecanona, (3-sitosterol, olean-12-en-3-ol, urs-12-en-3-ol,
4’ 5-diidroxi-7-metoxiflavona, 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona, comparando seus respectivos
espectros de massas com banco de dados WILEY e NIST, além de seus indices de
retencdo com valores encontrados na literatura.

Com relacdo ao compostos nao identificado por seu espectros de massa com
banco de dados de massas WILEY E NIST foi sugerido a estrutura baseado
exclusivamente na fragmentacédo observada no espectro de massas, como o acido 22[3-

hidroxi-3,21-dioxo-D:A-Friedo-30-nor-olean-24-dico.
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MIST Chemistry WebBook (http:ffwebbook nist. govichemistry)

Figura 12. Espectro de massas do Hexadecanoato de metila
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Figura 14. Espectro de massas do Tetracosanoato de metila
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3,11-0Octadecadiennato de metila
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Figura 16. Espectro de massas do 9,12-octadecadienoato de metila (Z,2)
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