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Introducéao

A soja representa a principal oleaginosa produzida e consumida ao nivel
mundial. Atualmente, essa cultura vem sendo amplamente cultivada
em funcao do desenvolvimento expressivo de commodities agrico-

las (SILVA et al., 2011). A planta de soja é considerada autégama e
cleistogamica, ou seja, realiza a autopolinizacdo. Contudo, a poliniza-
cao cruzada na cultura também pode ocorrer e, neste caso, é mediada
pelos polinizadores, em especial as abelhas, destacando-se a espécie
Apis mellifera frequentemente encontrada visitando flores de soja (GA-
ZZONI, 2017).

As flores necessitam atrair os visitantes florais, polinizadores, para que
o processo de polinizacdo aconteca e, para que ocorra a interacado, os
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sinais enviados pelas plantas devem ser reconhecidos pelos animais
(CHITTKA et al., 2006). A maioria das flores polinizadas por animais
utiliza o néctar e o pdélen como o principal recurso para atrair o visitan-
te (WESTERKAMP, 1996). Estudos realizados por Klein et al. (2007)
descreveram que 87,5% plantas dependem da polinizacao e, destas,
75% sdo culturas agricolas, sendo as abelhas reconhecidas como os
principais agentes polinizadores (OLLERTON et al., 2011).

Os compostos organicos volateis (COV’s) presentes em plantas sao
intensamente encontrados na natureza, em geral, apresentando baixo
peso molecular (< 300 Da), peculiaridade que Ihes permite a rapida
volatilizacdo e a liberacao por praticamente todos os tecidos vegetais
(DUDAREVA et al., 2008). Sdo uma mistura complexa de moléculas
originarias de diversas rotas bioquimicas do metabolismo secundario,
como fenilpropanoides, acidos graxos, isoprenoides, compostos nitro-
genados e de cadeia ciclica (KNUDSEN et al., 20086).

A composicao quimica dos volateis emitidos pelas plantas e sua in-
tensidade, estdo intimamente relacionadas a sua condicao fisioldgica,
como também, aos processos de defesa do vegetal contra fitéfagos e/
ou patégeno, sendo ainda responsaveis pela atracao de polinizadores
(PICHERSKY et al., 2002). Muitas espécies de plantas sintetizam diver-
sos compostos organicos volateis nos tecidos florais e frutos, os quais
atraem polinizadores e dispersores de sementes, sendo este processo
responsavel pelo sucesso evolutivo das fanerégamas (RIFFEL et al.,
2015).

Os polinizadores podem ser atraidos pelos COV’s distribuidos pelas
flores, como também pela coloracdao do conjunto floral. Riffel et al.
(2015) descrevem que os polinizadores encontram suas plantas hospe-
deiras com maior eficiéncia, quando combinam os sinais quimicos olfa-
tivos com os estimulos visuais. As pétalas detém células epidérmicas
papilhosas, no qual frequentemente estao associadas ao aumento da
superficie de emissdo dos COV'’s, absorcao e reflexdo da luz, no qual
interferem na intensidade de suas cores e brilho (ENDRESS, 1996).
Dentre diversos exemplos desse processo, temos como exemplo o
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cambuci (Campomanesia phae). Essa arvore frutifera nativa do bioma
Mata Atlantica emite volateis noturnos com funcao atrativa de espécies
de abelhas com habitos crepusculares, como Megalopta sp. No estudo
realizado por Cordeiro (2015), observou-se que 1-octanol é o principal
responsavel pela interacao planta-polinizador.

Knudsen et al. (2006), utilizando a técnica de captura headspace,
apresentaram uma lista de 1719 compostos quimicos o que evidencia
a complexidade de moléculas envolvidas nas flores. A técnica utilizada
pelos autores consistiu em fixar os COV’s liberados pelas flores em um
determinado adsorvente, como carvao ativado ou resinas e, posterior-
mente, analisa-las por meio de técnicas cromatograficas.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar um estu-
do exploratério sobre o desenvolvimento de técnicas de coleta e analise
de compostos organicos volateis emitidos por flores de soja, que pode-
ra propiciar o entendimento do complexo sistema de interacdes entre a
planta de soja e os polinizadores.

Material e Métodos

Obtencao e preparo das amostras

Para o preparo do material de adsorcao, cartuchos tipo seringa preen-
chidos com o adsorvente Carboxen 569 (20-45 mesh) foram lavados,
utilizando-se 5 mL de hexano e 5 mL de éter etilico bidestilado. Em se-
quéncia, os cartuchos foram colocados para secagem a vacuo por um
periodo de 24 horas. Apds a secagem, os cartuchos foram mantidos
em estufa a 60°C durante 4 horas em fluxo de nitrogénio.

Coleta dos COV’S

No processo de coleta foram selecionadas em casa-de-vegetacao, a
cultivar TMG 7262 RR (Glycine max) e a Pl 595817 (Glycine falcata)
no estagio reprodutivo e por apresentarem maior quantidade de flores.
Essas foram isoladas com placas de Petri (acrilico) com entrada e saida,
respeitando as ramificacées da soja. Foram colocados cartuchos Carbo-
xen 569 (20-45 mesh) na entrada (filtragem do ar) e saida (sequestro
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e concentracdo dos COV'’s), mantidos por 45, 90 e 135 min, sendo
entdo retirados. Placas de Petri sem plantas foram mantidas por 135
min e consideradas como branco. Para a coleta de COV'’s foi acopla-
da, ao cartucho de saida, uma bomba de vacuo portatil ECO Vacuum
Sealer com vazao de 480 mL min”', o tempo de coleta foi de apenas 30
segundos para cada tomada de amostra.

Ao final, os cartuchos foram removidos e envolvidos em Parafilm,
devidamente identificados e armazenados em caixa térmica sob refrige-
racdo. Os cartuchos foram enviados para o Laboratério de Multiusuario
de Quimica de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical,
em Fortaleza-CE, para anélise cromatografica das amostras.

Analise por cromatografia gasosa

As amostras eluidas em solvente hexano foram analisadas no croma-
tégrafo a gads Modelo 7890B GC System, Agilent Technologies Spain,
S.L., Madrid, Espanha, acoplado ao espectrometro de massa Modelo
5977A MSD Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha. Os
compostos foram separados utilizando uma coluna capilar DB 5MS (30
m x 250 ym x 0,25 ym), Agilent J&W GC Columns, Santa Clara, CA,
EUA.

As amostras foram injetadas no modo splitless e o gas de arraste

foi o Hélio com vazdo de 1,0 mL min -'. A temperatura do injetor foi
de 240°C e a temperatura de transicao GC de 280°C. Foi utilizada a
seguinte programacao: temperatura inicial de 4 min a 40°C, elevan-

do para 80°C a uma taxa de 2,5°C min ', em seguida, 110°C a uma
taxa de 5°C min ', com posterior aumento para 220°C a uma taxa de
10°C min ', sendo mantida nessa temperatura até o fim da corrida que
totalizou um tempo de 45 min. Os espectros de massa foram obtidos
utilizando um sistema de analisador quadrupolar com ionizacao por
impacto de elétrons a 70 eV. Os compostos foram identificados por
comparacao de seus espectros de massa com os espectros de padroes
contidos na biblioteca NIST 2.0 do National Institute of Standards and
Technology (NIST 2012), Gaithersburg, Md, EUA.
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Resultados e Discussao

Na Tabela 1 sdo apresentados os COV’s detectados nas flores de soja,
sequestrados por Carboxen 569 (20-45 mesh) através da técnica hea-

dspace dinamico, por meio de uma andlise cromatogréafica gasosa aco-
plada ao espectrometro de massa de alta resolucdo. De maneira geral,

as amostras que apresentaram maiores quantidades de COV'’s foram as
de TMG 7262 RR, nos tempos de 45 e 90 min; as amostras coletados

de Pl 595817 apresentaram perfil cromatografico similar ao branco.

Os compostos do grupo dos alcanos lineares, heptacosane e hexaco-
sane, foram detectadas nas amostras de flores de soja TMG 7262 RR
de 90 min (Tabela 1). Esses compostos volateis também ocorrem em
flores de girassol-mexicano Tithonia diversifolia (MORONKOLA et al.,
2007) e em cardo-estrelado Centaurea calcitrapa (SENATORE et al.,
2006), ambas pertencentes a familia botanica Asteracea.

O ethylbenzene foi detectado em uma amostras da cultivar de soja
TMG 7262 RR aos 90 min. Esse hidrocarboneto monoaromatico é um
dos principais compostos emitidos na queima de combustiveis fésseis,
podendo ainda ser detectado, por meio de headspace estatico e analise
por GC-FID, em solos e dgua de atmosferas contaminadas por deriva-
dos de petréleo (MELQUIADES et al.,2006). Entretanto, nao foi possi-
vel determinar a sua origem em nossa amostra.

Os resultados indicam que a substancia mais abundante identificada
nas coletas foi o estragole (Figura 1, Tabela 1). Esse composto orga-
nico natural também conhecido como metilchavicol, pertencente ao
grupo dos terpenoides e amplamente utilizando na producao de fragran-
cias. Essa substancia tem sido considerada majoritaria em 6leos essen-
ciais de folhas de alfavaca-anis (Ocimum selloi) (COSTA, 2010), bem
como, em extratos de folhas de manjericao (Ocimum basilicum) (LEE et
al., 2005).

Em flores de soja Pl 595817 foi detectado 1s,4R,7R,11R-1,3,4,7-
-Tetramethyltricyclo[5.3.1.0(4,11)] undec-2-en-8-one, nas andlises
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realizadas no tempo de 90 min. Esse composto foi também identificado
entre os 48 COV's obtidos pela técnica de headspace, em amostras de
6leos vegetais extraidos de sementes de Boerhavia elegana (Al-farga et
al., 2015).

Nesta pesquisa foram avaliados volateis das flores de soja, ao nosso
juizo, poucos compostos foram detectados por cromatografia gasosa,
possivelmente, em funcdo da inadequacao do método de coleta, desde
a utilizacdo da bomba a vacuo até o de headspace. Estudos compro-
vam a ocorréncia de emissao de volateis apds herbivoria por insetos
em folhas (MEAGHER et al, 2010) e em vagens de soja (MICHEREFF et
al., 2011). Entretanto, até o momento ndo foi encontrado na literatura
relatos de estudos de volateis em flores de soja. Além disso, nenhum
dos COV'’s descritos na literatura encontrados em plantas da soja,
foram detectados através do método empregado na coleta de volateis
de flores de soja, possivelmente, por serem relacionados ao sistema de
defesa e estudos de inducao. Dessas forma, as substancias encontra-
das (Tabela 1) deverao ser investigadas mais intensamente, além disso,
os parametros de coleta devem ser mais bem estudados e definidos
para aperfeicoamento do processo, considerando o tamanho diminuto,
a morfologia da flor de soja e as dificuldades advindas destas caracte-
risticas.

Conclusao

Pesquisas adicionais ja estdo sendo realizadas para ampliar o nimero e
concentracao de COV'’s detectados em flores de soja, considerando a
dificuldade e os fatores que influenciam na coleta, observados no de-
correr dos ensaios. Assim, para o estudo de volateis em flores de soja,
necessita-se do aprimoramento de técnicas de headspace e a utilizacao
de outras técnicas, como fluxo de ar e a realizacdo de testes com dife-
rentes tipos de adsorventes e eluentes.
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Figura 1. Espectro de massas do composto Estragole detectado em flores da cultivar
TMG 7262 RR.
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Tabela 1. Constituintes quimicos detectados nos cromatogramas de
GC-MS de flores de soja.

TMG 7262 RR PI595817
Substancias Minuto

2,4-Pentanedione, ion(1-), lithium + ND ND ND + ND
2,6-Bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-4-

+ ND ND ND ND ND
isopropylcyclohexa-2,5-dien-1-one

Heptacosane + ND ND ND ND ND
Hexacosane + ND ND ND ND ND
Hentriacontane + + ND ND ND ND
Ethylbenzene ND + ND ND ND ND
Estragole (Metilchavicol) ND + + ND + ND
Oxalic acid, butyl propyl ester ND ND + ND ND ND

1s,4R,7R,11R-1,3,4,7-Tetramethyltricyc

ND ND ND ND ND
10[5.3.1.0(4,11)] undec-2-en-8-one *

+ detectado a presenca do composto (qualitativo) "° ndo detectado nas condicées de trabalho esta-
belecidas



