UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
INSTITUTO DE PESQUISAS DE PRODUTOS NATURAIS

RAFAEL FERREIRA DA SILVA

Cheire as flores antes que sejam polinizadas: a quimica do odor floral
de Temnadenia odorifera, uma espécie da Mata Atléantica brasileira.

RIO DE JANEIRO

2018



Cheire as flores antes que sejam polinizadas: a quimica do odor floral
de Temnadenia odorifera, uma espécie da Mata Atlantica brasileira.

Rafael Ferreira da Silva

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em Quimica de Produtos Naturais,
Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte
dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias (Quimica de Produtos Naturais).

Orientadores:
Prof. Dr. Humberto Ribeiro Bizzo

Profa. Dra. Claudia Moraes de Rezende

R1O DE JANEIRO

Novembro de 2018



Instituto DE PESQUISAS DE PRODUTOS NATURAIS
- Bloco H, CCS, 21941-902, Ilha do Funddo, Rio de Janeiro, RJ.
Tel./Fax (021) 2562-6791 / 2562-6512 e-mail: posgrad@nppn.uftj.br

“Cheire as flores antes que sejam polinizadas: a quimica do odor
floral de Temnadenia odorifera, uma espécie da Mata Atlantica
brasileira.”

Rafael Ferreira da Silva
(AUTOR)

PROF. HUMBERTO RIBEIRO BIZZO (ORIENTADOR)
PROF*. CLAUDIA MORAES DE REZENDE (COORIENTADORA)

Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés Graduagdo em
Quimica de Produtos Naturais, Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a
obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Aprovada por:

mw\ﬂ«mﬁa@"%xa

Presidente, Prof. Dr. Humberto Ribeiro Bizzo.

Prof. Dr. Roberto Carlos Campos Martins

Prof. Dr. Fernando Cotinguiba da Silva N

- /Prof. Dr. Leandro Freitas

~ A
‘%\:f Ao e e

Prof’. Dr*. Thais Matsue Uekane

ALL L.

Prof. Dr. Leaﬁ@\'o MaranghettF’Lourenqo

Rio de Janeiro
Novembro/ 2018



CIP - Catalogacao na Publica¢éo

Silva, Rafael Ferreira da
S586c Cheire as flores antes gue sejam polinizadas: a
quimica do odor floral de Temnadenia odorifera, uma
espécie da Mata Atlintica brasileira. / Rafael
Ferreira da Silva. -- Rio de Janeiro, 2018.
138 £.

Orientador: Humberto Ribeiro Bizzo.

Coorientadora: Claudia Moraes de Rezende.

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Nucleo de Pesquisa de Produtos
Naturais, Programa de P&s-Graduagdo em Quimica de
Produtos Naturais, 2018.

1. Compostos Orgfnicos Volateis. 2. RAeragdo. 3.
Euglossini. 4. Ecologia Quimica. I. Bizzo, Humberto
Ribeiro, orient. II. Rezende, Claudia Moraes de,
coorient. IITI. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracéo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




A minha querida familia.

Ao meu pai, Francisco Ferreira da Silva (in memorian) — homem que enfrentou a vida
com a coragem e a bravura que ela exigiu.

A minha mée, Josefa Barbosa da Silva — mulher que soube me ensinar o significado
da paciéncia, da resiliéncia e do amor incondicional sem dizer nenhuma palavra sequer;

As minhas irmas e irmaos, Simone, Adriana, Maria, Adeilton, Adriano e Roberto —
nao ha nada melhor na vida do que o companheirismo.

Em especial a minha irma Tednia (in memorian) — que sempre me fazia lembrar que
eu poderia voltar para casa se algo desse errado. Sinto saudades dos telefonemas. Por vocé e
para vocé!

Ao Leonardo dos Santos Pereira — ndo chegaria ao fim sem sua ajuda e apoio
incondicionais.



Agradecimentos

Aprendi desde cedo a ser grato pelas menores coisas porque sdo delas que se fazem as
maiores. Tive a alegria e a sorte de encontrar durante a jornada pessoas sempre muito dispostas
e generosas, sem as quais dificilmente conseguiria finalizar este trabalho.

Sou muito grato a Leonardo dos Santos Pereira, que me apoiou em todas as horas duras
e sempre soube me dar a calma necessaria para enfrentar os momentos dificeis.

Sou muito grato aos meus orientadores, Humberto Ribeiro Bizzo e Claudia Moraes de
Rezende — pela orientacdo de alto nivel, pelas oportunidades de pesquisa e colaboracéo, pelo
incentivo e confianga. Pela paciéncia. Aprendi muito com vocés.

Aos amigos do Laboratorio de Anélise de Aromas (LAROMA/UFRJ) cuja cooperagdo
e incentivo mutuos foram essenciais.

A Anna Tsukui — obrigado pela amizade, que se fortaleceu ao longo dos anos com a
parceria de pesquisa, com os cafés de fim de tarde, com as risadas e as tristezas compartilhadas.

A Thais M. Uekane — pela generosidade em compartilhar sua experiéncia profissional e
cientifica sem esperar nada em troca. Obrigado pela amizade, obrigado por tudo!

A Natalia A. B. Tinoco — pela disposicdo generosa em ensinar aquilo que sabe, pela
cooperacdo com as andlises de agucares e pela amizade, muito obrigado!

Ao Fabio Janior Moreira Novaes — pelas reflexdes de fim de tarde entremeadas com
muitas analises cromatograficas e regadas com algumas xicaras de café.

A Carlos Adarme, colombiano cuja seriedade no trabalho cientifico, gentileza e visdo
de mundo critica e generosa muito me ensinaram.

Agradeco as amigas Marcelly Santos e Paola E. Gama, da Embrapa Agroindustria de
Alimentos que, desde o mestrado, se mostraram sempre tdo solicitas e generosas. Muito
obrigado!

Agradeco ao Programa de Pos-graduacdo em Quimica de Produtos Naturais e todo o
seu corpo docente pela formagdo primorosa a mim concedida.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.



Procurei sempre os melhores caminhos.

Nas estradas que se abriram sé ha curvas onde as retas foram inteiramente
impossiveis.?

Graciliano Ramos

! Uma parafrase ao texto do escritor alagoano Graciliano Ramos



RESUMO

O estudo do odor floral de uma espécie, bem como de seu recurso floral, tal como o néctar, é
fundamental para 0 amplo entendimento das complexas interagdes planta-polinizador. Contudo,
ndo ha sistema de extracdo de volateis comercial por headspace dindmico (HSD) — principal
técnica para o isolamento de odor floral para aplicagdes ecoldgicas. Dessa maneira, este estudo
se concentrou em adaptar um sistema de extracao por HSD e avaliacdo de sua reprodutibilidade
por meio da analise da variacdo temporal do perfil volatil das flores da espécie Dendrobium
nobile (Orchidaceae). Além disso, o desenvolvimento de um novo dispositivo portatil para
extracdo de volateis vegetais por HSD em microescala (DP-HSD) e sua aplicacdo na analise
qualitativa do odor floral da espécie Epidendrum denticulatum (Orchidaceae). Apds adaptado
e avaliado, o sistema HSD foi utilizado para analisar a variacdo temporal do perfil volatil floral
da espécie Temnadenia odorifera (Apocynaceae) in vivo e sua relacdo com os tipos de insetos
atraidos e comparacdo qualitativa da composicao volatil entre antese e senescéncia. Para uma
compreensdo mais integrada, foram analisados também a composic¢do quimica do néctar de T.
odorifera por meio de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e validacdo do método
cromatografico, além de analisar a composicdo volatil emitida exclusivamente pelo néctar
através de microextracdo em fase solida (MEFS). O sistema de extracdo HSD adaptado
mostrou-se robusto e sensivel e ao ser aplicado as flores de D. nobile mostrou-se capaz de captar
a variacao temporal no perfil volatil floral desta espécie, que emitiu uma maior quantidade de
volateis nas primeiras horas da manha, com diminuicao progressiva de sua emissdo ao longo
do dia. A analise do odor floral de D. nobile resultou em 31 substancias identificas, dentre as
quais 14 sesquiterpenos e 5 monoterpenos. Os principais constituintes de seu odor, que juntos
correspondem entre 44 a 73% da emissdo total, foram limoneno, (E,E)-farneseno, (E)-
cariofileno e (E)-B-ocimeno. Este ultimo composto € liberado em grandes quantidades pela
manhd, mas sua liberacdo pela flor cessa completamente ao meio dia. Ao aplicar o DP-HSD a
analise das flores de E. denticulatum foi possivel identificar 31 compostos, em sua maioria
aldeidos e &lcoois alifaticos, tais como (2E, 6Z)-nonadienal e (2E)-nonenol. Ao todo, 23
substancias foram identificadas no odor floral de T. odorifera por HSD in vivo. O odor floral
em periodo de antese foi composto, em grande parte, por substancias aromaticas, como
benzaldeido, alcool benzilico, alcool cinamilico e 2-feniletanol, sendo este ultimo responsavel
por mais de 70% da composicdo volatil. A quantidade total de odor emitido pelas flores de T.
odorifera variou significativamente ao longo da antese, sendo o periodo de 9 as 12h o de maior
liberacdo de volateis (10,2 pg/g de flor seca). A analise de volateis do néctar por MEFS revelou
a presenca de oito substancias, dentre as quais 2-feniletanol, salicilato de metila, benzoato de
etila e a-copaeno; tal resultado sugere que a espécie perfuma seu néctar com um proposito
funcional. A Analise da composi¢do quimica volatil de T. odorifera no periodo de senescéncia
revelou que as flores continuam a liberar volateis, embora numa concentracéo baixa e em menor
diversidade de volateis quando comparada ao periodo de antese, 5 e 23 substancias,
respectivamente. A analise da composicdo dos acUcares do néctar mostrou que este é
constituido majoritariamente de sacarose (S; 68,3-75,0%; 25,4+6,8 a 43,9+4,1 mg mL™),
glicose (G; 14,1-12,4%; 5,1+1,0 a 7,3+0,85 mg mL™) e frutose (F; 12,6-17,6%; 6,3+1,2 a
7,3+0,85 mg mLY). A razdo S/(G+F) em T. odorifera mostrou ter relagdo preditiva dos tipos
de polinizadores que visitam esta espécie, em geral, abelhas Euglossini e borboletas em menor
frequéncia. Em conclusdo, o sistema HSD de baixo custo adaptado mostrou-se robusto e
reprodutivel e podera ser utilizado em outros estudos. Além disso, diante do exposto, conclui-
se que a avaliacdo quimica dos recursos e atrativos florais contribui para uma melhor
compreensdo dos mecanismos usados pelas espéecies estudadas em suas relagdes ecoldgicas.

Palavras-chave: Compostos organicos volateis. Aeracdo. Euglossini. Ecologia quimica.



ABSTRACT

The study of the floral scent of a species, as well as its floral resource, such as nectar, is
fundamental to the broad understanding of the complex plant-pollinator interactions. However,
there is no commercial headspace volatile extraction system (HSD) - the main technique for the
isolation of floral scent for ecological applications. In this way, this study focused on adapting
an HSD extraction system and evaluating its reproducibility by analyzing the temporal variation
of the volatile profile of the flowers of Dendrobium nobile (Orchidaceae). In addition, the
development of a new portable device for extraction of plant volatiles by HSD in microscale
(PD-HSD) and its application in the qualitative analysis of the floral scent of Epidendrum
denticulatum (Orchidaceae). After adaptation and evaluation, the HSD system was used to
analyze the temporal variation of the volatile floral profile of the species Temnadenia odorifera
(Apocynaceae) in vivo and its relation with the types of insects attracted and qualitative
comparison of the volatile composition between anthesis and senescence. For a more integrated
understanding, the chemical composition of the T. odorifera nectar was also analyzed by means
of high performance liquid chromatography and the chromatographic method validation, as
well as analyzing the volatile composition exclusively emitted by nectar through solid phase
microextraction (MEFS). The adapted HSD extraction system was robust and sensitive and
when applied to the flowers of D. nobile was able to capture the temporal variation in the floral
volatile profile of this species, which emitted a greater amount of volatiles in the first hours of
the morning, with progressive decrease of its emission throughout the day. The odor analysis
of D. nobile resulted in 31 identified substances, among them 14 sesquiterpenes and 5
monoterpenes. The major constituents of its odor, which together account for 44-73% of the
total emission, were limonene, (E, E)-pharnesene, (E)-cariophylene and (E)-B-ocimene. The
latter compound is released in large quantities in the morning, but its release by the flower
ceases completely at noon. By applying PD-HSD to E. denticulatum flowers, it was possible to
identify 31 compounds, most of them aldehydes and aliphatic alcohols, such as (2E,62)-
nonadienal and (2E)-nonenol. In all, 23 substances were identified in floral scent of T. odorifera
by HSD in vivo. The floral scent in the anthesis period was largely composed of aromatic
substances such as benzaldehyde, benzyl alcohol, cinnamyl alcohol and 2-phenylethanol, the
latter being responsible for more than 70% of the volatile composition. The total amount of
odor emitted by the flowers of T. odorifera varied significantly throughout the anthesis, with
the period from 9 to 12h being the highest volatile release (10.2 pg/g dry flower). The analysis
of volatiles of nectar by MEFS revealed the presence of eight substances, among which 2-
phenylethanol, methyl salicylate, ethyl benzoate and a-copaene; this result suggests that the
species perfumes its nectar with a functional purpose. The analysis of the volatile chemical
composition of T. odorifera in the senescence period revealed that the flowers continue to
release volatiles, albeit at a lower concentration and lower diversity of volatiles when compared
to the anthesis period, 5 and 23 substances, respectively. The analysis of the sugar composition
of the nectar showed that it consists mainly of sucrose (S, 68.3-75.0%, 25.4 £ 6.8t043.9+4.1
mg mL -1), glucose (G, 14.1-12.4%, 5.1 £ 1.0 to 7.3 £ 0.85 mg mL -1) and fructose (F, 12.6-
17.6%, 6.3 + 1.2 to 7.3 £ 0.85 mg mL -1). The S/(G + F) ratio in T. odorifera was shown to
have a predictive relationship between the types of pollinators that visit this species, in general,
Euglossini bees and less frequent butterflies. In conclusion, the low-cost HSD system proved
to be robust and reproducible and could be used in other studies. In addition, we concluded that
the chemical evaluation of the resources and floral attractiveness contributes to a better
understanding of the mechanisms used by the species studied in their ecological relations.

Keywords: Volatile organic compounds (VOCs). Euglossini. Insect attraction. Chemical
ecology.
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Apresentacao

Figura 1 Manaca - Tarsila do Amaral (1927)



O presente estudo € resultado do trabalho desenvolvido ao longo do doutorado. Durante
esses anos de pesquisa, foram estudados aspectos concernentes a quimica floral, especialmente
no que diz respeito a composicao quimica do odor e do néctar de flores e sua relacdo com sua
ecologia quimica. Contudo, é importante salientar que, embora alguns aspectos da ecologia
quimica das espécies investigadas tenham sido tratados, o tema principal que norteou os estudos
que ora serdo apresentados e discutidos se concentra no uso da técnica de headspace dinamico
para a analise da quimica do odor floral e sua relevancia em detrimento a outras técnicas de

extragéo.

A fim de oferecer uma melhor compreensdo dos temas e experimentos abordados, esta
tese de doutorado foi dividida em trés capitulos, além da introducéo geral, conclusao geral,
perspectivas futuras e referéncias. Embora cada capitulo, com excec¢éo da revisao bibliografica,
tenha se concentrado em projetos com objetivos especificos diferentes, todos eles tém como
alvo principal o uso da técnica de headspace dindmico para analise do odor de flores.

No primeiro capitulo pode ser encontrada uma reviséo bibliografica abrangendo o atual
conhecimento cientifico a respeito da quimica do odor floral em seus varios aspectos, entre 0s
quais a diversidade quimica dos compostos encontrados no odor de flores de um modo geral,
principais rotas biossintéticas de producdo de volateis florais, a localiza¢do da biossintese nas

flores e a funcéo dos volateis florais.

No capitulo dois foi abordado em detalhes o sistema de extracdo de volateis florais por
headspace dindmico que foi adaptado em laboratério para os estudos desenvolvidos na tese e
sua aplicacdo no estudo do odor das flores da orquidea comercial Dendrobium nobile
(Orchidaceae), que serviu como espécie modelo para o desenvolvimento do método de extracdo

para flores in situ.

O capitulo trés aborda um estudo desenvolvido com a espécie endémica brasileira
Temnadenia odorifera (Vell.) J. F. Morales (Apocynaceae-Apocynoideae). O estudo deste
capitulo teve como objetivo a aplicacdo do sistema de extracdo por headspace dindmico e
apresentado no capitulo dois da tese — para estudar a ecologia quimica do atrativo (odor) e

recurso (nectar) floral e sua relacdo com a atracao de insetos em T. odorifera.

Por fim, ap6s o capitulo trés é apresentada uma conclusdo geral dos assuntos

investigados e as consideracdes finais.
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Para melhor situar os que leem este documento é imprescindivel falar a respeito do
projeto no qual esta tese esta inserida e que originou o objetivo central dos estudos que serdo
aqui apresentados. Iniciado em 2012, o projeto “Espécies Aromaticas do Cerrado: investigacao
para aproveitamento do potencial de sua biodiversidade” (AROCER) foi concebido com o
proposito central de realizar uma ampla prospec¢do de plantas aromaticas coletadas
exclusivamente no bioma Cerrado e que tivessem potencial de uso de seus 6leos essenciais e

extratos nas industrias de perfumaria e cosmeticos.

O projeto AROCER foi financiado pela Embrapa e coordenado pelo pesquisador
Humberto Ribeiro Bizzo — da Embrapa Agroindlstria de Alimentos — que contou com a
colaboracdo de uma rede de pesquisadores de varias instituicdes publicas, dentre as quais a
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (DF),
da Embrapa Cerrados (DF), a Universidade de Brasilia (UnB) e a Universidade Federal de Juiz
de Fora (UFJF) (VIEIRA et al., 2016; CAMARA, 2012; A LAVOURA, 2013).

Em sua fase inicial (2012-2014), o Projeto AROCER concentrou suas atividades na
prospeccao de plantas aromaticas com vistas a aplicagdo na industria de perfumaria. Na segunda
etapa do Projeto (2015-2018), além da caracterizagcdo quimica dos 6leos essenciais e extratos
das espécies aromaticas coletadas, fez-se, por meio de parcerias, a identificacdo de atividades
bioldgicas dos extratos e OE coletados. Além disso, na segunda etapa, uma parceria com a
principal empresa do setor de perfumaria, Givaudan, foi decisiva para que se realizasse uma
avaliacdo olfativa das amostras coletadas durante o projeto por perfumistas profissionais em
andlise olfativa de fragrancias, no que resultou na sele¢do de alguns 6leos dentre as 350
amostras devido a seus atributos sensoriais Unicos e promissores para a industria de perfumaria
(DINIZ, 2016).

Ao todo, o Projeto AROCER coletou 350 amostras de Gleos essenciais provenientes de
134 espécies de plantas, pertencentes a 10 familias botanicas. A caracterizacao quimica do 6leo
essencial de algumas das espécies coletadas ja tem sido publicada em revistas internacionais da
area (SILVA et al., 2013, 2014, 2015; MEDEIROS et al., 2015, 2016, 2019). As plantas foram
coletadas em areas de preservacdo ambiental de diversos parques estaduais e nacionais, como
o0 Parque Estadual Da Serra dos Pirineus, Parque Estadual de Caldas Novas, Parque Nacional
da Chapada dos Veadeiros, além de outras areas protegidas e reservas ecoldgicas. A maior parte

das amostras coletadas pelo projeto consistiu em 6leos essenciais de partes aéreas, folhas e
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flores provenientes da extracdo por hidrodestilacdo, cujo aparato costumava ser montado em

um laboratdrio itinerante nas sedes dos parques onde ocorriam as coletas (VIEIRA et al., 2015).

Embora a hidrodestilagdo tenha sido utilizada como principal técnica extrativa para
obtencdo das amostras de folhas e partes aéreas, fazia parte do projeto o objetivo de explorar o
potencial aromatico de flores do bioma Cerrado (VIEIRA et al., 2016). Contudo, para esse
propdsito, a hidrodestilacdo ndo € a melhor técnica para se extrair o odor de flores, devido a
varios fatores. Assim, para a prospecc¢do do odor de flores, o projeto AROCER tinha entre seus
objetivos o desenvolvimento de uma metodologia de extracdo por headspace dindmico que
tornasse possivel o estudo do odor de flores in vivo, permitindo a preservagdo da integridade
fisica da planta e o fornecimento de uma amostra mais auténtica e proxima ao odor natural

exalado pela flor.

Como néo ha disponivel um aparato comercial completo para extracdo por headspace
dindmico tal como existe para hidrodestilacdo, uma etapa primordial desta tese foi o
desenvolvimento do aparato extrativo e da metodologia. Nesse sentido, o préximo tdpico
abordara em que consiste a natureza peculiar da extracdo do odor de flores e os motivos pelos
quais a extracdo de volateis de flores para alguns propdsitos deve ser feita por headspace

dindmico.
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Introducao Geral

Figura 2 Flores -“Candido Portinari (1941)



1 AMOSTRAGEM DE VOLATEIS FLORAIS
Para o estudo de volateis, independentemente de sua origem, a extra¢do constitui uma

etapa primordial e inicial dos trabalhos. Dada a sua importancia e complexidade, ha um grande
namero de artigos de revisfes que se concentram em técnicas de extracdo de volateis vegetais,
alguns, inclusive, focados especificamente em volateis de flores (AUGUSTO; LOPES; ZINI,
2003; LAWRENCE, 1995; BICCHI, 2008; THOLL et al., 2006;). Por esta razdo, este topico
gue agora € apresentado nao tem a intencdo de esgotar o assunto, mas de providenciar um
panorama geral das técnicas de extracdo comumente usadas para o estudo de volateis vegetais
e, ao expor suas caracteristicas, potencialidades e limitagdes, tornar mais clara a razao pela qual
a técnica de headspace dindmico foi escolhida como técnica principal nos estudos

desenvolvidos nesta tese de doutorado.

Segundo as revisdes elaboradas por Stashenko e Martinez (2008) e Augusto, Lopes e
Zini (2003), os varios métodos disponiveis para o isolamento da fragdo volatil de flores podem

ser classificados em trés grupos gerais:

a. Meétodos de extragdo por solvente organico;
b. Métodos de destilacao;

c. Métodos headspace

A selecdo da técnica de isolamento apropriada com vistas a caracterizacdo de uma fracao
volatil floral depende de uma série de fatores, sendo que o prop6sito que se tem em mente com
a caracterizacdo pode ser considerado um dos principais fatores a ser levado em consideragéo
na hora da escolha (WALRADT, 1982). Nesse sentido, se a intencdo do pesquisador é avaliar
o melhor solvente que resulte na maior concentragdo possivel de 2-feniletanol em absoluto? de
rosas ou outra flor, ele devera lancar mao da extracdo por solvente orgénico, j& que esse € 0
meio fundamental para a obtencdo do absoluto de uma flor (YOUNIS et al., 2007;
NEDELTCHEVA-ANTONOVA et al., 2017). Além disso, se o0 objetivo for a avaliacdo da

2 O termo absoluto dentro da area de perfumaria e em quimica de produtos naturais refere-se a matéria-prima
obtida a partir do seguinte processo de duas etapas: (1) as flores de uma determinada espécie sdo imersas em um
solvente orgéanico, normalmente hexano ou pentano, que, ap6s um determinado tempo, é removido por um
procedimento de destilacdo e resultando num extrato semisélido rico tanto em volateis quanto de cera da flor. O
produto desta etapa é chamado de concreto. (2) O concreto é, entéo, solubilizado em etanol e a mistura
resultante é resfriada em baixas temperaturas (-5 a -10). Ao ser resfriada, a cera precipita e a mistura é filtrada. O
extrato filtrado é submetido a destilacdo a vacuo para a completa retirada do etanol, no que resulta em um
material semis6lido muito perfumado chamado absoluto (HANDA, 2008). Os absolutos de flores sdo muito
apreciados pela perfumaria mundial e costumam ter precos elevados devido ao baixo rendimento do processo de
extragdo. Para se ter uma ideia, sdo necessarias seis toneladas de flor de jasmin para a obtengdo de 1 kg de
absoluto desta flor (CALKIN; JELLINEK, 1994).
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fracdo volatil de flores de novas espécies para aplica¢do na industria de perfumes e cosméticos,
0 pesquisador podera fazer uso de métodos de destilacdo, no caso de flores que dispdem de
material vegetal suficiente (LEONARDI et al., 2018). No entanto, se 0 proposito principal do
pesquisador é conhecer os volateis que estdo sendo emitidos por uma flor ainda presa a planta
viva, os métodos mais adequados sdo aqueles que permitem a amostragem do headspace floral
invivo (THOLL et al., 2006). Contudo, se a intencdo do pesquisador € realizar um estudo amplo
da fracdo volatil de uma flor, como em estudos de volatoloma®, é necessario fazer o uso de
diferentes métodos de extracdo (BICCHI; MAFFEI, 2012).

De todo modo, a seguir serdo apresentados os principios e algumas das principais
caracteristicas dos trés grupos de amostragem de volateis florais disponiveis, além de se abordar

alguns exemplos de estudos de cada um deles.

1.1 Técnicas tradicionais de extracao de volateis de flores

1.1.1 Métodos de extracdo por solvente organico
A extracdo por solvente é um procedimento de extracdo que visa o isolamento de uma

fracdo volatil através da dissolucdo dos componentes volateis presentes no material vegetal. As
flores de uma determinada espécie séo colocadas em contato direto com um solvente organico
comumente lipofilico onde, ap6s um determinado tempo, o extrato é filtrado e submetido a
analise cromatogréafica (PESSOA et al., 2010; GUILLEN; IBARGOITIA, 1996). Os solventes

rotineiramente usados sdo o éter de petréleo, hexano e o pentano (PESSOA et al., 2010).

Ao penetrar no material vegetal, o solvente utilizado, por ser lipofilico, solubiliza n&o
somente a fracdo volatil de interesse, mas também lipideos, ceras e pigmentos, 0 que constitui
uma limitacdo da técnica j& que estas substancias sdo produtos indesejados nesse caso.
Ademais, é comum realizar a analise cromatografica de tais extratos em modo sem diviséo de
fluxo no injetor devido & baixa concentracdo dos volateis presentes nos extratos (GUILLEN;
IBARGOITIA, 1996; RUSANOV et al., 2011). No entanto, a injecdo cromatografica de
extratos obtidos pelo uso de solvente em modo sem divisdo de fluxo e sem uma devida limpeza

prévia pode diminuir a vida util de colunas cromatograficas (XU et al., 2005).

Rusanov et al. (2011) realizaram o isolamento de volateis florais de Rosa damascena
(cv. Svezhen) por meio do uso da imersdo de 200 mg das pétalas em 400 pL de hexano a

temperatura ambiente por quatro horas. Apds esse periodo, o extrato foi centrifugado e 1 pL do

3 Uma traducdo literal do termo volatolome em referéncia a metaboloma de volateis.
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sobrenadante foi analisado por cromatografia em fase gasosa (CG-EM) em modo sem diviséo
de fluxo. Embora os autores tenham extraido alguns dos compostos que conferem o odor
caracteristico de rosa, como o 2-feniletanol, geraniol e citronelol, houve a extracdo de uma

grande quantidade de substancias provenientes de cera.

Para superar o problema da baixa concentracdo de volateis nesses extratos, a
concentracdo dos extratos antes da injecdo cromatografica por meio de evaporacdo € uma
pratica rotineira, o que resulta na perda significativa de volateis como foi demonstrado por Xu
et al. (2005) ao estudar as folhas de Arabidopis thaliana e outros materiais vegetais. Esses
autores, realizaram a extracédo de folhas de pinho em duas etapas para a obteng¢do de um extrato
concentrado e livre de lipideos, ceras e pigmentos. Na primeira etapa, o extrato foi obtido pela
imersdo das folhas de pinho em n-pentano que, em seguida, foi submetido a destilagdo a 80 °C
(ver destilador a esquerda da Figura 3). Com esta primeira destilacdo, o pentano foi limpo da
cera, dos lipideos e dos pigmentos. Em seguida, o destilado da primeira etapa foi submetido a
uma segunda destilacéo a 45 °C, onde o destilado foi reduzido a 1 mL. Em seguida, 0 a amostra

foi concentrada a temperatura ambiente até atingir 20 L.

Figura 3 Isolamento e concentracdo de volateis de folha de pinho. Fonte: adaptado de Xu et al.
(2005)
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Na parte a direita da Figura 3 ha dois cromatogramas relativos ao extrato de folhas de
pinho; o cromatograma B se refere ao extrato pentanico ndo destilado, enquanto que o

cromatograma A se refere ao extrato pentanico destilado e concentrado segundo as etapas
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supracitadas. Como se pode ver, ap6s as etapas de destilacdo e concentracdo hd uma perda
consideravel de volateis. Assim, fica evidente que a extracdo de volateis por meio de solvente
organico tem certas desvantagens por necessitar de etapas de preparo que, embora promova a
retirada de lipideos e cera, causa perda de volateis. Os autores demonstraram, por exemplo, que
para o caso do sabineno ha uma perda de cerca de 34% apds as etapas de destilacdo e remocao

do pentano.

Embora apresente algumas desvantagens, como as que foram mencionadas
anteriormente, a extracdo por solvente € o procedimento basico por meio do qual se obtém
alguns dos produtos mais utilizados pela industria de perfumes em suas composi¢fes — 0
concreto e absoluto de flores (LAWRENCE, 1995). O concreto de uma flor é obtido a partir
da imerséo das flores em um solvente organico, normalmente o hexano, que é evaporado até a
obtencdo de um material semissélido. Quando o concreto de uma flor é submetido a dissolugéo
em etanol e o extrato resultante resfriado, filtrado e o etanol completamente evaporado, € obtido
0 que é chamado de absoluto de uma flor (BABU et al., 2016). Além disso, de acordo com a
norma 1SO 9235:2013, o absoluto de uma flor também pode ser obtido usando o mesmo
processo anteriormente descrito a uma pomada floral, a uma resina ou a um extrato de fluido

supercritico.

A Tabela 1 traz alguns exemplos de estudos cujo foco era a obtencdo de absolutos de
flores. Como se pode notar nessa tabela, uma importante desvantagem deste método de extracdo
reside na necessidade de grandes quantidades de material vegetal o que, muitas vezes, pode ser

impeditivo para o caso de flores de espécies raras ou ameagadas de extincao.

Tabela 1 - Absoluto de flores: exemplos da literatura cientifica. Fonte: elaborada pelo autor.

Espeécie Massa Solvente Rendimento (%) Referéncia
Lavandula angustifolia 500g  hexano 0,83 Babu et al. (2016)
Jasminium grandiflorum L. ~350 kg hexano 0,14 Verghese et al. (1992)
Murrarya paniculata 500g pentano 0,62 Rout et al. (2007)

Rosa centifolia 20 kg  hexano 0,11 Younis et al. (2007)
R. damascena 20 kg  hexano 0,145 Younis et al. (2007)
R. ‘Gruss na Teplitz’ 20kg  hexano 0,035 Younis et al. (2007)

24



Verghese e Sunny (1992) avaliaram a variagcdo sazonal da composicdo quimica do
absoluto de flores de jasmin e descobriram que em junho se obtém o maior rendimento de

absoluto em comparagéo a outros meses do ano.

1.1.2 Métodos de destilagdo

1.1.2.1 Hidrodestilagao
Dentre os métodos de destilagdo utilizados para o isolamento de volateis de flores, sem

sombra de davida, a hidrodestilacdo ou arraste a vapor sao 0s mais importantes (SCHMIDT,
2016, pg. 143). Por definicdo, somente o produto da extracdo dessas duas técnicas pode ser
chamado de 6leo essencial (OE). Ademais, para o caso especifico de frutos citricos, como
laranja ou limdo, admite-se o uso do termo 6leo essencial para o produto obtido da extracdo
realizada por meio de prensagem do epicarpo do fruto (ISO, 2013). Todos 0s demais produtos
obtidos por qualquer outra técnica ndo pode, por defini¢do, receber o nome de 6leo essencial.
Esse alerta é feito devido ao recorrente uso inadequado do termo 6leo essencial ao se referir ao
produto da extracdo da fracdo volatil de um material vegetal por microextragdo em fase solida

(MEFS) ou por fluido supercritico ou mesmo por solvente organico (RUBIOLO et al., 2010).

Assim, Rubiolo et al. (2010) explicam que os 6leos essenciais estdo incluidos dentro do
quadro geral da fragdo volatil de uma matriz vegetal. Tal fracdo volatil, entendida, assim, como
a porcdo ampla de volateis contida na planta, pode ser extraida por diferentes técnicas, mas
somente quando se faz o0 uso de hidrodestilacdo ou arraste a vapor é que tal fracdo volatil

extraida recebe o nome de 6leo essencial.

Segundo Stashenko e Martinez (2008), a producdo industrial de OE de flores é
normalmente realizada por hidrodestilacdo porque o tecido floral € muito delicado para ser
tratado com destilacdo por arraste a vapor, seja a pressdes atmosféricas ou superiores. Em nivel
académico esse método também é o mais utilizado para a extragdo de OE de flores (RUBIOLO
et al., 2010).
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Na hidrodestilagdo, as flores sdo colocadas num baldo de vidro e
imersas em agua. O baldo é aquecido até a obtencéo de uma mistura de
vapor de agua e volateis florais que, em seguida, sdo condensados e
formam duas camadas imisciveis no tubo de separacdo. Ao se acumular
no tubo de separacdo, o OE permanece sobre a &gua se tiver uma
densidade menor do que esta, como no caso demonstrado pela Figura
4, e se posiciona sob a agua se tiver uma densidade maior
(STASHENKO; MARTINEZ, 2008; PESSOA et al., 2010).

Segundo Kubeczka (2016), autor de um capitulo de livro que
traca um panorama historico das pesquisas em OE, o dispositivo mais
frequentemente utilizado para a extragdo de OE em laboratdrios de
pesquisa é o aparato de destilagdo circulatéria desenvolvido por
Clevenger em 1928. Na Figura 5B pode ser visto o diagrama original

Figura 4 - OE em
evidéncia na  parte
superior de um tubo de
separacdo do aparato
tipo Clevenger. Foto:
Dijalma Barbosa da
Silva.

do aparato desenvolvido por Clevenger. Este aparato é recomendado pela Farmacopéia

Européia e também pela Brasileira (European Pharmacopoeia, 2008, apud RUBIOLO et al.,

2010; Farmacopeia Brasileira, 2010, pg. 198).

Figura 5 - Aparato tradicionalmente utilizado em hidrodestilagdo. A) Diagrama do aparato
indicado pela Farmacopéia Européia (RUBIOLO et al., 2010); B). Diagrama original do
aparato desenvolvido por Clevenger (1928), no qual é baseado o aparato tradicional; C)

Aparato tipo Clevenger em operagédo. Foto: arquivo do autor

B

{ TYPES OF OIL SEPARATORY TUBES

e

Uma vantagem importante desse método diz respeito ao baixo custo do equipamento

em comparagdo com outros métodos e a sua facil operacao, que permite o seu uso sem que haja

necessidade de treinamentos complexos. Outra vantagem importante desse método € a auséncia
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de solvente organico no produto final da extracéo, j& que o Unico solvente utilizado durante o
processo é a dgua (Ormefio; Goldstein; Niinemets, 2011). Entretanto, esse método de extracdo
apresenta algumas desvantagens importantes, especialmente para o isolamento de volateis de
flores. Pessoa et al. (2010) apontam que devido a baixa concentracdo de volateis de alguns
materiais vegetais, a hidrodestilacdo ndo resulta em quantidade de OE apreciavel. Além disso,
segundo Ormefio, Goldstein e Niinemets (2011), esse método requer uma grande quantidade de
massa de flores (~ 100g ou mais, Tabela 2) para a obtencdo de massa adequada de OE. Essa
limitacdo € particularmente importante para o caso de flores, especialmente no caso de flores
cujas espécies sejam raras, que estejam ameacadas de extin¢cdo ou que tenham baixa densidade

populacional e sejam dispersas.

Em uma das coletas do Projeto AROCER, por exemplo, essa limitagdo mostrou-se
bastante relevante. Em abril de 2012, durante uma coleta realizada na Reserva Ecolégica do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (Reserva Ecoldgica do IBGE, Brasilia) o grupo
que participava da coleta encontrou uma espécie herbacea, Porophyllum angustissimum, com
odor interessante, aldeidico com notas de coentro. O grupo que realizava a coleta se espalhou
por uma area da reserva a procura de material vegetal suficiente para o processo de
hidrodestilagdo. Contudo, 0 grupo encontrou somente seis individuos dessa planta e ndo houve
massa suficiente sequer para realizar duplicata de extracdo. Houve apenas massa suficiente para
uma Unica extracdo, cujo resultado foi apresentado no 43rd International Symposium on
Essential Oils, que ocorreu em Lishoa (FERREIRA et al., 2012). Assim como no caso da
espécie P. angustissimum, para outras espécies com comportamento disperso e com populacao
pequena, torna-se quase inviavel o isolamento da fracdo volatil de flores pelo método de

hidrodestilacéo.

Tabela 2 - Oleos essenciais de flores: exemplos da literatura cientifica. Fonte: elaborada pelo

autor
Espécie Massa* Tempo de Rendimento (%) Referéncia
extracdo (h)

Alpinia zerumbet 200 g (s) 6 0,25 - 083 Kerdudo et al. (2016)
Lavandula angustifélia 2 kg (f) 3 1,2 Babu; Sharma; Singh (2016)
Lavandula pedunculata 100 g (f) 3 0,66 Bouazama et al. (2017)

Lavandula dentata 100 g (F) 3 0,58 Bouazama et al. (2017)
Piper aduncum 100 g (f) 2 0,42 Valadares et al. (2018)
Rosa damascena 100 g (f) 3 0,033 Manouchehri et al. (2018)
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Legenda da Tabela 2: *(s) para massa seca e (f) para massa fresca.

Além da aplicacdo na formulacdo de produtos da perfumaria e em cosméticos, os OEs
também tém sido aplicado em diversos outras industrias, como a alimenticia, a de licores e
bebidas, a industria farmacéutica e a de tabaco (VIEIRA et al., 2016).

1.1.2.2 Extragéo por destilagio simultanea
A extracdo por destilacdo simultanea (SDE, do inglés simultaneous distillation and

extraction, sigla pela qual é mais conhecida) é um outro importante método de extracdo de
volateis de origem vegetal, comumente utilizado para o isolamento de volateis florais
(PARLIMENT, 2002). Este método de extracédo foi criado por Lickens e Nickerson em 1964
(CHAINTREAU, 2001). Nesse método, as flores sdo colocadas no baldo de vidro maior (Figura
6) juntamente com &gua; no segundo baldo (o menor da Figura 6) é colocado um solvente
organico. Ao aquecer os dois balGes, a &gua vaporiza juntamente com os volateis florais que,
em seguida, condensam no corpo do extrator resfriado. Os volateis florais sdo transferidos para
0 solvente organico ao encontra-lo no condensador do extrator. Apds o resfriamento, a dgua e
o solvente enriquecido com volateis florais sdo separados na parte inferior do corpo do extrator
por meio da diferenca de densidade e da posicao relativa dos bragos que levam aos baldes.
Tanto a agua quanto o solvente enriquecido de volateis retornam aos seus bal6es de origem e,
em seguida, sdo forcados a vaporizar-se novamente, num ciclo continuo e simultaneo
(CHAINTREAU, 2001).

Figura 6 - Aparato para extracdo por destilacdo simultanea do tipo Likens-Nickerson.
Fonte: Adaptado de Algusto, Lopes e Zini (2003)
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Como se pode ver, o aparato mostrado na Figura 6 é apropriado para a extracdo com
solvente organico mais denso do que a agua (COELHO et al., 2010), como é o caso do
diclorometano cuja massa especifica € 1,326 g mL™ a 20 °C (LIDE, 2006). Uma modificacio
no aparato de Lickens e Nickerson foi desenvolvida por Schultz et al. (1977) e permite a
extracdo com solventes menos densos do que a &gua, como 0 hexano e 0 pentano cujas massas
especificas so, respectivamente, 0,6594 e 0,683 g mL™* (LIDE, 2006).

Akhbari et al. (2012) avaliaram os extratos de duas espécies de Hypericum (H.
perforatum e H. scabrum) obtidos a partir de SDE de flores e frutos contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Os extratos foram obtidos por meio do uso de n-pentano como

solvente e quatro horas de extracéo.

Li, Zhu e Wang (2017) utilizaram o método de SDE para estudar a variacdo da
composicdo quimica volatil de seis cultivares da espécie de orquidea Cymbidium sinense. De
um modo geral, os autores verificaram que a composicdo quimica das fragdes volateis das flores

dos cultivares apresentou diferencgas significativas.

2 O PROBLEMA DA EXTRACAO DE VOLATEIS FLORAIS POR TECNICAS
INVASIVAS

Embora os métodos de extragdo anteriormente apresentados sejam amplamente
utilizados, seja para o estudo da fracdo volatil de flores ou para o isolamento de extratos e
posterior aplicacdo em diferentes industrias, quando o objetivo central do isolamento dos
volateis de uma flor é conhecer a sua composicao quimica volatil mais préxima a que realmente
é exalada pela planta viva e encontrada in situ, as técnicas tradicionais anteriormente citadas
nédo sdo as mais apropriadas (MCGEE; PURZYCKI, 2002; PESSOA et al., 2010; COELHO et
al., 2010, Tholl; Rose, 2006). Segundo Surburg, Guentert e Harder (1993), as técnicas
tradicionais de extracdo ndo conseguem reproduzir em seus extratos resultantes um odor

fidedigno ao material natural, especialmente para o caso de flores.

Uma das causas que faz com que as técnicas tradicionais de extracdo nao fornecam um
extrato com odor fidedigno ao que é naturalmente exalado pela flor se deve a etapa de
processamento do material vegetal. A primeira etapa para o isolamento de volateis florais por
técnicas tradicionais, seja por destilacdo ou por solvente, consiste na coleta das flores (VIEIRA
et al.,, 2015, 2016). Ao serem cortadas da planta, as flores podem produzir uma série de

substancias volateis de defesa que ndo seriam exaladas junto ao seu odor natural ou podem
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perder completamente alguns volateis importantes (AGELOPOULOS et al.,, 1999;
MOOKHERJEE et al., 1990).

Mookherjee, Trenkle e Wilson (1988, apud Mookherjee, Trenkle e Wilson, 1989) foram
0s primeiros pesquisadores a demonstrarem que ocorre uma mudanca drastica na composicao
quimica do odor de flores apds serem cortadas. Os autores compararam a composi¢do volatil
de vérias espécies de flores, tais como Narcissus tazetta, Rosa damascena, Jasminum
grandiflorum, Freesia sp., Osmanthus fragrans e outras. Todas apresentaram uma mudanca
dréastica na composi¢do do odor extraido de suas flores cortadas em comparacdao as flores vivas.
A Tabela 3 mostra os dados obtidos por Mookherjee, Trenkle e Wilson (1990) ao analisar a
variacdo do odor de flores de jasmin antes e apds serem cortadas. Como se pode ver, o indol
diminui de 11% para 2% e o acetato de benzila diminui de 60 para 40%. Estes dois compostos
sdo muito representativos do odor das flores de jasmin e sua diminuicéo € significativa para a
reconstituicdo do odor natural. Além disso, algumas substancias s6 sdo capturadas em flores

vivas, como cis-jasmona e jasmonato de metila.

Tabela 3 - Diferencas majoritarias no headspace de flores de Jasminum grandiflorum vivas e

cortadas.
Composto Flor viva (%) Flor cortada (%)
6-metil-5-hepten-2-ona 0,2 -
acetato de cis-3-hexenila 0,2 -
alcool benzilico - 4,0
acetato de benzila 60,0 40,0
linalol 3,0 30,0
indol 11,0 2,0
cis-jasmona 3,0 -
3,5-dimetil-2-etil pirazina - 0,5
jasmonato de metila 0,3 -

Fonte: Mookherjee et al. (1990).

Agelopoulos et al. (1999) demonstraram que folhas danificadas também alteram
drasticamente a composicao dos volateis exalados (Figura 7). Isso significa dizer que ao cortar

as flores para submeté-las as técnicas tradicionais invasivas de extragdo, o proprio
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processamento inicial do material vegetal introduz artefatos que ndo seriam isolados se o odor

fosse amostrado de flores intactas.

Figura 7 - Perfil cromatografico de uma folha de batata intacta (esquerda) e mecanicamente
danificada (direita). (1) Hexanal, (2) (Z)-3-hexenal, (3) (E)-2-hexenal, (4) hexan-1-ol, (5) (2)-
3-hexen-1-ol, (6) (Z)-2-penten-1-ol, (7) (E)-2-hexen-1-ol, (8) B-cariofileno. Fonte:

Agelopoulos et al. (1999)
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Jiang e Kubota (2001 apud AUGUSTO;
LOPES; ZINI, 2003) estudaram o efeito do
manuseio das folhas de Xanthoxylum piperitum sob
a liberacdo de seus volateis. Os autores fizeram a
extracao dos volateis por headspace dinamico com

adsorcdo em Tenax TA e dessorcdo térmica.

Os autores conseguiram demonstrar que as
folhas intactas liberaram 12 substancias, enquanto
que as folhas danificadas liberaram 22 substancias,
aumentando para 36 substancias nas folhas
amassadas (Figura 8). Nas folhas intactas, os
compostos mais importantes sdo o limoneno e o
(2)-3-hexen-1-ol.
entretanto, altas concentracdes de aldeidos Cse

Para as folhas amassadas,

dominam o cromatograma, conferindo ao odor das

folhas um cheiro desagradavel de grama cortada.
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Os exemplos acima citados tornam evidente a necessidade de uma técnica de extracao
que ndo cause qualquer injuria a flor durante a captura dos seus volateis (MOOKHERJEE;
TRENKLE; WILSON, 1989, 1990; SCHULTZ et al., 1977).

3 METODOS DE EXTRACAO NAO INVASIVOS
As técnicas de extragao que realizam a captura dos volateis que sdo exalados pela flor e

dispersos no ar ao redor da planta s&o chamadas de técnicas de extracdo headspace (BICCHI et
al., 2008). Essas técnicas ndo sdo destrutivas e nem invasivas (OUYANG; VUCKOVIC;
PAWLISZYN, 2011). Varios autores sugerem que quando comparadas as técnicas de extracao
por solvente ou por destilagdo, as técnicas headspace proporcionam uma composi¢do mais
realistica dos volateis emitidos pela flor e, por essa razdo, tém sido os métodos de extracdo
amplamente utilizados para o estudo do odor de flores tanto pela industria de perfumaria quanto
pelos pesquisadores que estudam a relacdo planta-polinizador (KAISER, 2000; THOLL et al.,
2006; THOLL; ROSE, 2006; BICCHI et al., 2008; RAGUSO; PELLMYR, 1998, ALGUSTO;
LOPES; ZINI, 2003; STASHENKO; MARTINEZ, 2008).

As técnicas headspace tém varias modalidades, sendo as principais: headspace estatico,
headspace dindmico e microextracdo em fase sélida (MEFS). Contudo, as técnicas de
headspace dindmico e microextracdo em fase solida sdo as duas técnicas mais amplamente

utilizadas para o isolamento de volateis florais e, por isso, serdo descritas a seguir.

3.1 Microextracdo em fase solida
A técnica de microextracdo em fase solida (MEFS) é apontada por alguns autores como

uma modalidade de headspace estatico. Ela se baseia na sorcao dos volateis liberados pela flor
em uma fase adsorvente polimérica, que recobre a agulha da seringa do equipamento extrator.
Atécnica de MEFS permite, em um Unico aparelho, o isolamento, a concentracéo e a introducéo
da amostra no cromatografo (KATAOKA; LORD; PAWLISZYN, 2000; STASHENKO;
MARTINEZ, 2008).

Por sua simplicidade de operacao, seletividade e sensibilidade, a MEFS é amplamente
utilizada como uma das principais técnicas de isolamento de volateis florais (STASHENKO;
MARTINEZ, 2008; BARTAK et al., 2003; CHIU et al., 2017). A MEFS também tem sido
utilizada para o isolamento de volateis de flores in vivo. Verdonk et al. (2003), por exemplo,
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estudaram a producéo de volateis florais de Petunia hybrida por MEFS in vivo e conseguiram
demonstrar que as flores desta espécie tém um padrao de emissao temporal de volateis (Figura
9).

Figura 9 - Isolamento de voléteis de flor de Petunia hybrida por MEFS in vivo. Fonte:
VERDONK et al. (2003)

Embora seja amplamente utilizada para o estudo de volateis de flores, hd uma ressalva
importante que precisa ser feita em relagdo ao uso da MEFS, especialmente quando o objetivo
é a aplicacdo em estudos de interacdo planta-polinizador ou em outros estudos de ecologia
quimica. A quantidade de volateis extraida pela técnica MEFS depende de uma série de fatores
fisico-quimicos que dificultam a adequada quantificacdo dos volateis emitidos por uma flor
(THOIL et al., 2006; THOLL; ROSE, 2006). Segundo Snow (2002), a dificuldade em em

alcancar reprodutibilidade em amostragens por MEFS tem sido relatada em alguns trabalhos.

Segundo Tholl e Rdse (2006), para que os resultados da quantificacdo por MEFS dos
volateis de um odor floral sejam reprodutiveis, seria necessario que a fibra utilizada, ao alcancar
o0 equilibrio, removesse uma quantidade de analitos proporcional a concentragcdo encontrada no
headspace da flor. No entanto, isso € praticamente impossivel pela prépria natureza dos
fendbmenos fisico-quimicos envolvidos na extracio por MEFS (DOREA; GAUJAC;
NAVICKIENE, 2008).

Como a volatilidade e a polaridade séo diferentes para cada substancia volatil e esses
dois parametros influenciam na extracéo pela fibra de MEFS, o coeficiente de distribuicéo entre
0 headspace floral e a fibra é diferente para cada analito, o que significa dizer que cada
substancia volatil seré extraida pela fibra numa proporc¢éo diferente da que realmente ela ocorre
no headspace floral e, assim, uma composi¢cdo quimica fornecida por MEFS ndo

necessariamente reflete a composicéao real do headspace floral. Nesse sentido, a quantificacdo
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de volateis por MEFS envolve uma série de experimentos de calibragdo, muitas vezes
impraticavel se a matriz € muito complexa. Além disso, a calibragdo em MEFS ainda esta em
desenvolvimento (OUYANG; PAWLISZYN, 2008). Por essa razdo, diversos autores apontam
que a MEFS é adequada, em termos praticos, apenas para a caracterizacdo qualitativa dos
volateis de uma flor, ou seja, ela pode ser usada para conhecermos quais volateis uma flor emite,
mas € inadequada se queremos saber qual a quantidade real de cada volatil emitido (THOLL,;
ROSE, 2006).

Contudo, é importante dizer que a analise quantitativa por MEFS néo é impossivel, pois
por meio de uma mistura de padrbes adequada e curvas de calibragdo é possivel realizar
quantificacdo reprodutivel (OUYANG; PAWLISZYN, 2008). Entretanto, Segundo Tholl et al.
(2006), quando a quantificacdo envolve um numero muito grande de substancias, com

constantes de distribuicdo distintas, a quantificacdo por MEFS € impraticavel.

Segundo Tholl e Rdse (2006), outra ressalva importante diz respeito a limitacdo da
MEFS em captar varia¢@es sutis na composi¢cdo. Em baixas concentragdes, mudancas sutis na
composi¢do headspace ndo afetam a resposta fornecida pela MEFS. Além disso, em volumes
de headspace maiores do que 5 mL, como é a maioria dos casos dos headspaces de flores, a
quantidade de analitos removida por MEFS ndo é suficiente para causar mudanca na
concentracdo e, dessa forma, em alguns casos, ndo é capaz de captar o padrdo temporal da

emisséo volatil floral.

3.2 Headspace dinamico
A técnica de headspace dindmico (HSD) possui caracteristicas que permitem a

superacdo de varios problemas encontrados em outras técnicas tradicionais de extracdo e
mesmo na técnica de MEFS. A HSD é a técnica de amostragem mais frequentemente utilizada
para a caracterizagdo de volateis de flores, especialmente em areas de ecologia quimica, quando
se necessita conhecer a composi¢do quimica das substancias emitidas por uma flor em suas

relacdes ecoldgicas.

Nesta técnica de extracdo, a flor, a inflorescéncia, ou mesmo a planta inteira é colocada
dentro de um recipiente que a isola do ambiente externo. O recipiente pode ser de polimero
como um saco de polietileno ou de vidro. E conectado ao recipiente que isola a flor um cartucho

preenchido de adsorvente polimérico que é responsavel por capturar por adsor¢do os volateis
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que sdo emitidos pela flor. Os voléateis, dispersos no headspace floral, sdo forcados a passar
pelo cartunho adsorvente por meio do uso de uma bomba de vacuo conectada ao cartucho. A
bomba de vacuo é ligada ininterruptamente durante todo o periodo de extracdo e isso permite
que o headspace floral seja continuamente amostrado e renovado. Um exemplo de aparato
utilizado na captura de volateis por HSD pode ser visto na Figura 10.

Existem comercialmente disponiveis varios adsorventes poliméricos que podem ser
usados em HSD (DETTMER; ENGEWALD, 2002.). Raguso e Pellmyr (1998) avaliaram varios
parametros que podem interferir na amostragem por HSD. Segundo os autores, para a
amostragem de voléteis florais, o adsorvente Porapak Q e o solvente hexano como eluente

permitem a melhor taxa de recuperacao.

Desde o seu surgimento entre as décadas de 1970 e 1980, logo ficou claro o grande
potencial da HSD em fornecer amostras mais fidedignas ao odor natural, além de possibilitar o
isolamento de quantidade de amostra suficiente para determinacdo estrutural de novos
compostos provenientes de flores. Esses fatores incentivaram o surgimento de diversos projetos
de expedicdo por grandes industrias de perfumaria (SCHILLING et al., 2010; MCGEE;
PURZYCKI et al. 1999), como as expedicOes lideradas pelos quimicos Roman Kaiser, da
empresa Givaudan (Figura 10; KAISER, 2000) e Daniel Joulain, da empresa Robertet
(JOULAIN, 2008).

Figura 10 - Volateis de Pachira insignis sendo amostrada por HSD em expedicéo liderada
pelo quimico Roman Kaiser, da empresa Givaudan. Fonte: KAISER; KRAFT (2001);
KAISER (2000)
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Embora a HSD possua varias vantagens em relagdo as outras técnicas, uma ressalva
importante precisa ser considerada. Diferentemente das técnicas tradicionais até aqui
abordadas, como hidrodestilacdo, SDE ou mesmo MEFS, a técnica de HSD ndo possui um
aparato completo comercial que possa ser adquirido para pronta aplicacdo no isolamento de
volateis (RAGUSO; PELLMYR, 1998; THOLL et al., 2006). Na verdade, hd uma grande
variedade de dispositivos que podem ser encontrados na literatura (ver Figura 11), mas todos,
em maior ou menor grau foram desenvolvidos por grupos de pesquisa. A falta de uma
padronizacao no aparato de extracdo em HSD é um dos fatores apontados por Raguso e Pellmyr
(1998) que dificulta uma comparacdo adequada de perfil volatil floral por trabalhos

desenvolvidos por diferentes grupos de pesquisadores.

Figura 11 - Exemplos de sistema de coleta de volateis por HSD. Fonte: THOLL et al. (2006).
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Alguns pesquisadores utilizam sacos comerciais de polimero para isolar a flor, outros
confeccionam camaras de vidro apropriadas ao tamanho da inflorescéncia de interesse, como é
0 caso dos trabalhos desenvolvidos por Kaiser (2000). Além do mais, o elemento mais
importante do HSD — cartucho adsorvente — s6 esta disponivel comercialmente em quantidade
de massa de adsorvente muito acima (~50 mg) da que € adequada ao isolamento de volateis
florais, ou seja, entre 2 a 10 mg, conforme é recomendado por varios autores (KAISER, 2000;
MCGEE; PURZYCKI, 2002). Dessa maneira, o principal desafio em estudos de caracterizagdo
de volateis florais consiste em desenvolver a metodologia de extracdo por headspace dindmico

e o cartucho de captura de volateis preenchido com quantidade de adsorvente em microescala.

36



4 REFERENCIAS
A LAVOURA. Aromas do Cerrado, n° 699, p. 52-53, 2013. Disponivel em:

https://issuu.com/sociedadenacionaldeagricultura/docs/a_lavoura_699. Acessado em:
01/10/2018.

AGELOPOULOS, N. G.; HOOPER, A. M.; MANIAR, S. P.; PICKETT, J. A.; WADHAMS,
L. J. A novel approach for isolation of volatile chemical relesead by individual leaves
of a plant in situ. J. Chem. Ecol., v. 25, n. 6, p. 1411-1425.

AKHBARI, M.; BATOOLI, H.; MOZDIANFARD, M. Comparative study of composition and
biological activities of SDE prepared essential oils from flowers and fruits of two

Hypericum species from central Iran, Nat. Prod. Res., v. 26, n. 3, p. 193-202, 2012.

AUGUSTO, F.; LOPES, A. L.; ZINI, C. A. Sampling and sample preparation for analysis of
aromas and fragrances. TrAC, Trends Anal. Chem., v. 22, n. 3, p. 160-169, 2003.

BABU, G. D. K.; SHARMA, A.; SINGH, B. Volatile composition of Lavandula angustifolia
produced by different extraction techniques. J. Essent. Oil Res., v. 28, n. 6. p. 489-500,
2016.

BARTAK, P.; BEDNAR, P.; CAP, L., ONDRAKOVA, L.; STRANSKY. MEFS — A valuable
tool for investigation of flower scent. J. Sep. Sci., v. 26, p. 715-721, 2003.

BICCHI, C.; MAFFEI, M. The Plant Volatilome: Methods of Analysis. In. NORMANLY, J.
(Ed.) High-Throughput Phenotyping in Plants: Methods and Protocols. New York:
Springer, 2012, p. 289-310.

CAMARA, J. Cheiro do campo. O Globo, Planeta Terra, 26/06/2012, p. 7-9.

CHAINTREAU, A. Simultaneous distillation—extraction: from birth to maturity — review.
Flavour Fragr. J., v. 16, p. 136-148, 2001.

CHIU, Y-T.; CHEN, H-C.; CHANG, C. The Variation of Oncidium Rosy Sunset Flower
Volatiles with Daily Rhythm, Flowering Period, and Flower Parts. Molecules, v. 22,
n. 9, p. 1468-, 2017.

COELHO, G. L. V.; MENDES, M. F.; PESSOA, F. L. P. Flavor extraction: headspace, SDE,
or SFE. In: HUI, Y. H. Handbook of fruit and vegetable flavors. Hoboken, New
Jersey: Wiley, 2010. p. 211-228.

DETTMER, K.; ENGEWALD, W. Adsorbent materials commonly used in air analysis for
adsorptive enrichment and thermal desorption of volatile organic compounds. Anal.
Bioanal. Chem., v. 373, p. 490-500, 2002.

DINIZ, F. Esséncias de plantas aromaticas do Cerrado podem chegar ao mercado mundial de

perfumes. Disponivel em: https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-
37



https://issuu.com/sociedadenacionaldeagricultura/docs/a_lavoura_699
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/11240646/essencias-de-plantas-aromaticas-do-cerrado--podem-chegar-ao-mercado-mundial-de-perfumes.%20Acessado%20em%2001/10/2018

[noticia/11240646/essencias-de-plantas-aromaticas-do-cerrado--podem-chegar-ao-

mercado-mundial-de-perfumes. Acessado em 01/10/2018.
DOREA, H. S.; GAUJAC, A.; NAVICKIENE, S. Microextracdo em fase solida: aspectos

termodinamicos e Cinéticos. Sci. Plena. v. 4, n. 7, p. 1-7, 2008.

Farmacopeia Brasileira. 5 ed. VVol. 1. Brasilia: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2010.
808p.

FERREIRA, R.; REZENDE, C. M.; SANTANA, H. C. D.; VIEIRA, R. F.; ALVES, R. B. N,;
B1ZZO, H. R. Scents from Brazilian Cerrado: The essencial oil from Porophyllum
angustissimum. In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON ESSENTIAL OILS, 43,
2012, Lisboa. Abstracts from international symposium on essential oils. Lisboa:
ISEO, 2012, p. 176. Disponivel em:
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/935340, acesso em: 01/10/2018.

FUMES, B. H.; SILVA, M. R.; ANDRADE, F. N.; NAZARIO, C. E. D.; LANCAS, F. M.
Recent advances and future trends in new materials for sample preparation. TrAC,
Trends Anal. Chem., v. 71, p. 9-25, 2015.

GUILLEN, M. D.; IBARGOITIA, M. L. Volatiles componentes obtained from the leaves of
Jasonia glutinosa. Food Chem., v. 56, n. 2., p. 155-158, 1996.

ISO - International Organization for Standardization. 1SO 9235:2013: Aromatic natural raw
materials — VVocabulary. Genebra: 1SO, 2013.

JOULAIN, D. Flower Scents from the Pacific.
Chem. Biodiversity, v. 5, p. 896-909, 2008.

KAISER, R.; KRAFT, P. Neue und ungewohnliche Naturstoffe faszinierender BliitendUfte.
Chem. Unserer Zeit, v. 35, n. 1, p. 8-23, 2001.

KATAOKA, H.; LORD, H. L.; PAWLISZYN, J. Applications of solid-phase microextraction
in food analysis. J. Chromatogr. A., v. 880, p. 35-62, 2000.

KERDUDO, A.; ELLONG, E. N.; BURGER, P.; GONNOT, V.; BOYER, L.; CHANDRE, F;
ADENET, S.; ROCHEFORT, K.; MICHEL, T.;, FERNANDEZ, X. Chemical
Composition, Antimicrobial and Insecticidal Activities of Flowers Essential Oils
of Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.BURTT & R.M.SMm. from Martinique Island. Chem.
Biodiversity, v. 14, n. 4, p. €1600344, 2017

LAWRENCE, B. M. The isolation of aromatic materials from natural plant products. In: DE
SILVA, K. T. (ed.) A manual on the essential oil industry. Vienna: UNIDO, 1995, p.
57-154.

38


https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/11240646/essencias-de-plantas-aromaticas-do-cerrado--podem-chegar-ao-mercado-mundial-de-perfumes.%20Acessado%20em%2001/10/2018
https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/11240646/essencias-de-plantas-aromaticas-do-cerrado--podem-chegar-ao-mercado-mundial-de-perfumes.%20Acessado%20em%2001/10/2018
http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/handle/doc/935340

LEONARDI, M.; GIOVANELLI, S.; AMBRYSZEWSKA, K. E.; RUFFONI, B.; CERVELLI,
C.; PISTELLI, L.; FLAMINI, G.; PISTELLI, L. Essential oil composition of six
Helichrysum species grown in Italy. Biochem. Syst. Ecol., v. 79, p. 15-20, 2018.

LI, J.; ZHU, G-F.; WANG, Z-H. Chemical Variation in Essential Oil of Cymbidium sinense
Flowers from Six Cultivars. J. Essent. Oil-Bear. Plants, v. 20 n. 2, p. 385 — 394, 2017.

LIDE, D. R. (ed.). CRC Handbook of Chemistry and Physics. Boca Raton, FL: Taylor and
Francis, 2006. p. 2135. Disponivel em: <http://www.hbcpnetbase.com>. Acessado em:
01/10/2018.

MANOUCHEHRI, R.; SAHARKHIZ, M. J.; KARAMI, A.; NIAKOUSARI, M. Extraction of
essential oils from damask rose using green and conventional techniques: Microwave
and ohmic assisted hydrodistillation versus hydrodistillation. Sustainable Chem.
Pharm., v. 8, p. 76-81, 2018.

MCGEE, T.; PURZYCKI, K. Novel Techniques for Capturing Scents in the Rainforest Canopy:
the Final Frontier. Perfumer & Flavorist, v. 24, p. 1-6, 1999.

MEDEIROS, F. C. M.; DEL MENEZZI, C. H. S.; VIEIRA, R. F.; FERNANDES, Y. F. M;
SANTOS, M. C. S.; BIZZO, H. R. Scents from Brazilian Cerrado: chemical
composition of the essential oil from Psidium laruotteanum Cambess (Myrtaceae). J.
Essent. Oil Res., v. 30, p. 253-257, 2018.

MEDEIROS, F. C. M.; GOUVEIA, F. N. ; BIZZO, H. R.; VIEIRA, R. F.; MENEZZI, C. H.
S. . Fungicidal activity of essential oils from Brazilian Cerrado species against wood
decay fungi. Int. Biodeterior. Biodegrad., v. 114, p. 87-93, 2016.

MEDEIRQOS, F.; MENEZZI, C. H. S.; BIZZO, H. R.; VIEIRA, R. F. Scents from Brazilian
Cerrado: Psidium myrsinites DC. (Myrtaceae) leaves and inflorescences essential oil. J.
Essent. Oil Res., p. 1-4, 2015.

MOOKHERJEE, B. D.; TRENKLE R. W.; WILSON, R. A. Live vs. Dead. Part Il. A
Comparative Analysis of the Headspace Volatiles of Some Important Fragrance and
Flavor Raw Materials. J. Essent. Oil Res., v. 1, n. 2, p. 85-90, 1989.

MOOKHERJEE, B. D.; TRENKLE, R. W.; WILSON, R. A. The chemistry of flowers, fruits
and spices: live vs. dead a new dimension in fragrance research. Pure Appl. Chem., v.
62, n. 7, p. 1357-1364, 1990.

NEDELTCHEVA-ANTONOVA, D.; STOICHEVA, P.; ANTONOV, L. Chemical profiling of
Bulgarian rose absolute (Rosa damascena Mill.) using gas chromatography—mass

spectrometry and trimethylsilyl derivatives. Ind. Crops Prod., v. 108, p. 36-43, 2017.

39


http://lattes.cnpq.br/5993802578875983
http://lattes.cnpq.br/9962937225304733
http://lattes.cnpq.br/9962937225304733
http://lattes.cnpq.br/9962937225304733
http://lattes.cnpq.br/5993802578875983

OUYANG, G.; VUCKOVIC, D.; PAWLISZYN, J. Nondestructive Sampling of Living
Systems Using in Vivo Solid-Phase Microextraction. Chem. Rev., v. 111, n. 4, p. 2784-
2814,

PARLIMENT, T. Solvent Extraction and Distillation Techniques. In: MARSILI, R. (Ed.)
Flavor, fragrance, and odor analysis. New York: CRC Press, p. 1-24, 2001.

PESSOA, F. L. P.; MENDES, M. F.; QUEIROZ, E. M. MELO, S. A. B. V. Extraction and
distillation. In: HUI, Y. H. Handbook of fruit and vegetable flavors. Hoboken, New
Jersey: Wiley, 2010. p. 195-210.

RAGUSO, R. A,; PELLMYR, O. Dynamic headspace analysis of floral volatiles: a comparison
of methods. Oikos, v. 81, p. 238-254, 1998.

ROUT, P. K.; RAQ, Y. R.; SREE, A.; NAIK, S. N. Composition of essential oil, concrete,
absolute, wax and headspace volatiles of Murrarya paniculata (Linn.) Jack flowers.
Flavour Fragr. J., v. 22, p. 352-357, 2007.

RUBIOLO, P.; SGORBINI, B.; LIBERTO, E.; CORDERO, C.; BICCHI, C. Essential oils and
volatiles: sample preparation and analysis. A review. Flavour Fragr. J., v. 25, p. 282—
290, 2010.

RUSANOQV, K. E.; KOVACHEVA, N. M.; ATANASSOV, I. I. Comparative GC/MS Analysis
of Rose Flower and Distilled Oil Volatiles of The Oil Bearing Rose Rosa Damascena,
Biotechnol. Biotechnol. Equip., v. 25, n. 1, p. 2210-2216, 2011.

SCHILLING, B.; KAISER, R.; NATSCH, A.; GAUTSCHI. Investigation of odors in the
fragrance industry. Chemoecology, v. 20, p. 135-147, 2010.

SCHMIDT, E. Production of essential ois. In: Baser, K. H. C; Buchbauer, G. (eds.) Handbook
of essential oils: Science, technology and applications, 22 ed. Boca Raton, FL: CRC
Press, 2016, p. 127-163.

SCHULTZ, T. H.; FLATH, R. A.; MON, T. R.; EGGLING, S. B.; TERANISHI, R. Isolation
of Volatile Components from a Model System. J. Agric. Food Chem., v. 25, n. 3, p.
446-449, 1977.

SILVA, R. F.; REZENDE, C. M.; PEREIRA, J. B.; VIEIRA, R. F.; SANTOS, M. C. S,; BIZZO,
H. R. Scents from Brazilian Cerrado: chemical composition of the essential oil
from Pseudobrickellia brasiliensis (Asteraceae). J. Essent. Oil Res., v. 27, p. 1-4, 2015.

SILVA, R. F.; TINOCO, N. A. B.; TSUKUI, A.; KOSCHNITZKE, C.; SILVA-BATISTA, I.
C.; Rezende, C. M.; BIZZO, H. R.. FLORAL SCENT AND NECTAR SUGAR

40


http://lattes.cnpq.br/3829408982268735

COMPOSITION OF Temnadenia odorifera (APOCYNACEAE). J. Braz. Chem. Soc.,
v. 30, n. 2, p. 388-397, 2019. doi: 10.21577/0103-5053.20180188.

SILVA, R. F.; UEKANE, T. M. ; REZENDE, C. M. ; BIZZO, H. R. . Floral Volatile Profile of
Dendrobium nobile (Orchidaceae) in Circadian Cycle by Dynamic Headspace In Vivo.
Rev. Virtual Quim., v. 8, p. S120, 2015.

SILVA, R. F.; REZENDE, C. M.; SANTANA, H. C. D.; VIEIRA, R. F. ; BIZZO, H. R. Scents
from Brazilian Cerrado: chemical composition of the essential oil from the leaves of
Hyptis villosa Pohl ex Benth (Lamiaceae). J. Essent. Oil Res., v. 25, p. 1-4, 2013.

SILVA, R. F.; REZENDE, C. M.; SANTANA, H. C. D.; VIEIRA, R. F.; ALVES, R. B.
N.; ALVIANO, D. S.; ALVIANO, C. S.; SANTOS, M. C. S.; BIZZO, H.
R. Composition and Antimicrobial Activity of the Essential Oils from the Leaves and
Flowers of Lippia Stachyoides var. Martiana (Verbenaceae). Nat. Prod. J., v. 05, p. 1-
1, 2014.

SNOW, N. H. Head-space analysis in modern gas chromatography. Trends In Analytical
Chemistry, v. 21, n. 9/10, 2002.

STASHENKO, E. E.; MARTINEZ, J. R. Sampling flower scent for chromatographic analysis.
J. Sep. Sci., v. 31, p. 2022-2031, 2008.

THOLL, D.; BOLAND, W.; HANSEL, A.; LORETO, F.; ROSE, U. S. R.; SCHINITZLER, J-
P. Practical approaches to plant volatile analysis. Plant J., v. 45, p. 540-560, 2006.

THOLL, D.; BOLAND, W.; HANSEL, A.; LORETO, F.; ROSE, U. S. R.; SCHINITZLER, J-
P. Practical approaches to plant volatile analysis, Plant J., v. 45, P. 540-560, 2006.

VALADARES, A. C. F.; ALVES, C. C.; ALVES, J. M.; DEUS, I. P. B.; OLIVEIRA FILHO,
J.; SANTOS, T. C.; DIAS, H. J.; CROTTI, E. M.; MIRANDA, M. L. D.; Essential oils
from Piper aduncum inflorescences and leaves: chemical composition and antifungal
activity against Sclerotinia sclerotiorum. An. Acad. Bras. Cienc., v. 90, n. 3, p. 2691-
2699, 2018.

VERGHESE, J.; SUNNY, T. P. Seasonal Studies on the Concrete and Absolute of Indian
Jasminium grandiflorum L. Flowers. Flavour Fragrance J., v. 7, p. 323-327, 1992.

VIEIRA, R. F.; BIZZO, H. R.; MEDEIRQS, F. C. M.; SILVA, R. F. Espécies Aromaticas
Nativas da Regido Centro-Oeste. In: VIEIRA, R. F.; CAMILO, J.; CORADIN, L.
(Eds.). Espécies Nativas da Flora Brasileira de Valor Econdmico Atual ou
Potencial: Plantas para o futuro — Regido Centro-Oeste. Brasilia, DF: Ministério do
Meio Ambiente (MMA), 2016, p. 365-432.

41


http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20180188
http://lattes.cnpq.br/3829408982268735
http://lattes.cnpq.br/3829408982268735
http://lattes.cnpq.br/6372649810646310
http://lattes.cnpq.br/5993802578875983
http://lattes.cnpq.br/3829408982268735
http://lattes.cnpq.br/6372649810646310
http://lattes.cnpq.br/5993802578875983
http://lattes.cnpq.br/5178912149428155
http://lattes.cnpq.br/5178912149428155
http://lattes.cnpq.br/2663274097733982
http://lattes.cnpq.br/4699032102679552

VIEIRA, R. F.; BIZZO, H.; ALVES, R. B. N.; SILVA, D. B.; GOMES, I. S.; SILVA, R. F,
MEDEIRQS, F. C. M.; SANTANA, H.; MENEZES, C. H. S. REZENDE, C. M.
Espécies aromaticas do cerrado: prospeccdo e coleta. Anais do 10° simpdsio de
recursos genéticos para a América Latina e o Caribe, Bento Gongalves (RS), p. 17.
2015.

WALRADT, J. P. Analysis of fragrance materials. In: THEIMER, E. T. Fragrance chemistry:
the Science of the sense os smell. Rumson, New Jersey: Academic Press, 1982, p. 575-
615.

XU, N.; GRUBER, M.; WESTCOTT, N.; SOROKA, J.; PARKIN, I.; HEGEDUS, D. A Method
for the Solvent Extraction of Low-boiling-point Plant Volatiles. Phytochem. Anal., v.
16, 239-245, 2005.

YOUNIS, A.; KHAN, M. A.; KHAN, A. A;; RIAZ, A.; PERVEZ, M. A. Effect of diferente
extraction methods on vyield and quality of essential oil from four Rosa species.
Floriculture and Ornamental Biotechnology, v. 1, n. 1, p. 73-76, 2007.

42



Capitulo

“Que ndo haja duvida a respeito: a
maior parte dessa forma de comunicagdo
é constituida por vocdabulos quimicos.”

Figura 12. Candido Portinari, VVaso de
Flores (1942)

Gottlieb; Borin; Pagotto; Zocher. Ciéncia &
Saude Coletiva, 3, 2, 97-102, 1998



1 A DIVERSIDADE QUIMICA DO ODOR DE FLORES

H& um grande ndmero de
Figura 13. The Soul of the Rose, pintura de John L. ) ) .
William Waterhouse (1908) espécies vegetais cujas flores sdo de

extrema importancia na industria da

perfumaria, pois sdo fontes de
matéria-prima para o setor. A
industria de plantas para
ornamentacdo é outro setor muito
dependente de espécies florais.
Segundo Neves e Pinto (2015 apud
HUMMEL; MIGUEL, 2017), a
cadeia produtiva de flores e plantas
ornamentais gerou no Brasil a cifra de
R$ 4,51 bilhdes em 2015.

Em ambos o0s setores
supracitados, a fragrancia exalada
pelas flores constitui um fator de
extrema importancia e, embora
somente no primeiro caso a presenca
de odor seja imperativa, no segundo
caso a presenca de fragrancia em
flores pode contribuir positivamente

para a decisdo final de compra pelo

consumidor.

H& uma grande quantidade de flores cujo odor é apreciado pela industria de perfumes,
muitas das quais possuem uma fragrancia caracteristica. Uma rosa tem uma natureza olfativa
diferente de um cravo que, por sua vez, exala um odor muito diferente de um jasmim ou de uma
dama da noite. Nessa perspectiva, alguém pode se perguntar o que faz com que haja tanta
diversidade de fragrancias entre as flores de diferentes espécies. Contudo, além dessa diferenca,
uma pessoa com conhecimento mais refinado sobre flores deve saber também que pode haver
diferenca na fragrancia mesmo entre as flores de individuos de uma mesma espécie de planta.
Além disso, uma mesma flor pode cheirar de modo diferente ao longo do dia. O que explica

tamanha diversidade de fragrancias?
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Para entender o que explica a vasta diversidade de fragrancias florais existentes na
natureza, faz-se necessario primeiro entendermos do que é constituida a fragrancia exalada por
uma flor. As fragrancias exaladas pelas flores de qualquer espécie sdo constituidas por uma
mistura lipofilica de substancias organicas que, devido a sua alta pressdao de vapor e relativa
baixa massa molecular, conseguem passar a fase gasosa e se difundir pela atmosfera até o
sistema olfativo daqueles ao seu redor.

Em geral, as substancias organicas que constituem as fragrancias das flores ttm massa
molar que varia entre 30 e 300 g mol™*; essa faixa de massa molar para os volateis de flores é a
mais citada entre os livros e artigos voltados a quimica do odor floral. Contudo, é possivel
encontrar substancias com massa molar ainda maior no “headspace de algumas flores, como é
o caso das flores das espécies Cyclamen persicum e C. purpurascens, cujas flores emitem
pentacosano (ISHIZAKA; YAMADA,; SASAKI, 2002), um hidrocarboneto alifatico com 25
atomos de carbono em sua estrutura e massa molar de 352 g mol (no maximo 1,8 % do odor,
Figura 14).

Figura 14 - Substéncias representativas da faixa de massa molar encontrada nas fragrancias
florais de Angiospermas. Fonte: Elaborada pelo autor.

H,C=0
1

formaldeido
30 g mol?
Robertson et al. (1993a)

Z P = 0\“/\/\/ H3C/OH
(@]
3
2
hexanoato de farnesila metanol
320 g mol*! 32 g mol*?
flores de Ophrys sphegodes flores de Rubus sp.
Schiestl & Ayasse (2001) Robertson et al. (1993b)
/
V0 %0 Y20 Y0 Y V0 Y Ve Ve Ve Ve VaN =
4 5
pentacosano Cembreno
352 g mol* 272 g mol*
flores de Cyclamen persicum e C. purpurascens flores de Nicotiana sylvestris
Ishizaka et al. (2002) Loughrin et al. (1990)

4 O headspace de uma flor pode ser definido como o ar confinado ao redor de uma flor ou o ar ao redor de uma
flor enriquecido por suas emanacdes de odor (BICCHI; JOULAIN, 1990; THOLL et al., 2006).
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Assim, é possivel encontrar na fragrancia das flores, de um modo geral, substancias com
pequena massa molar, assim como substancias com massa molar relativamente grande. A
Figura 14 exibe varias substancias organicas volateis que sdo representativas da ampla faixa de
massa molar que pode ser encontrada na fragrancia das flores. Esse € um primeiro aspecto,
portanto, que explica a tamanha diversidade de substancias organicas volateis encontradas
nesse orgao vegetal — as flores tém a capacidade de sintetizar substancias com esqueleto
carbdnico de tamanhos variados, que vao de um a quase trés dezenas de carbonos.

Outro aspecto molecular que contribui para a diversidade estrutural dos Compostos
Organicos Volateis (COVs) encontrados nas flores é a capacidade deste 6rgéo sintetizar varias
substancias a partir de um mesmo (ou similar) esqueleto carboénico com grupos funcionais
variados, diferentes graus de insaturacdo ou estados de oxidacdo. Por exemplo, as substancias
6-9 (Figura 15) possuem o mesmo esqueleto carbonico, porém, 6 e 7 diferem uma da outra
somente por uma insaturacao; ja as substancias 7 e 9 possuem igual formula molecular, mas
diferem uma da outra pelo padréo de substituicdo ao redor da ligagao dupla préxima a hidroxila.
Ja os ésteres metilicos dos acidos benzdico, salicilico e antranilico diferem apenas na funcédo na
posicao orto (10-12).

Figura 15 - Exemplos de COVs encontrados em flores com esqueleto carbonico similar e
diferentes fungdes organicas e graus de insaturagéo. Fonte: Elaborada pelo autor.

3-fenilpropanol

(2)-alcool cinamilico (E)-cinamaldeido (E)-alcool cinamilico
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o o)
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NH,
OH
benzoato de metila seiiislkie c st antranilato de metila
10 1 12

(S)-(+)-linalol (R)-(-)-linalol (S)-acetato de linalila  (R)-acetato de linalila
13 14 15 16
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As flores também possuem a capacidade de sintetizar substancias estereoisoméricas, o
gue aumenta ainda mais o acervo estrutural de COVs disponiveis na natureza (XU et al., 2017).
Nesse sentido, ha flores cujas espécies produzem apenas um Unico enantidmero de um
determinado composto. Ha também espécies que produzem misturas racémicas e outras
produzem misturas com diferentes proporcoes entre os enantiomeros. As flores de Ylang Ylang
(Cananga odorata), por exemplo, emitem uma fragrancia com 100 % de (R)-(-)-linalol (14), de
modo similar ao que ocorre com as flores de lavandin (Lavandula x intermedia var. Grosso) e
lavanda (Lavandula angustifolia), que emitem quase 100% de 14. As flores de jasmim, por sua
vez, (Jasminum grandiflorum) produzem grandes quantidades (84-90%) do isémero (S)-(+)-
linalol (8). As flores de neroli (Citrus aurantium Amara) provenientes da Tunisia e do Marrocos
produzem quase 100% do enantiobmero (R)-acetato de linalila (16) (CASABIANCA et al.,
1998).

Pelos exemplos supracitados fica claro que as flores podem apresentar seletividade na
producdo de alguns enantidmeros. Tal seletividade tem sido atribuida, em muitos casos, a
funcdo de atracdo exercida por um enantidmero seletivo em determinadas relaces de planta-
polinizador (RAGUSO, 2016). Um exemplo disso € o que ocorre com a espécie de traga
Mamestra brassicae (L.), que apresenta dez vezes mais sensibilidade para o enantidmero (R)-
(-)-linalol do que para (S)-(+)-linalol (ULLAND et al., 2006).

H& um equivoco recorrente na literatura cientifica a respeito de quais classes
biossintéticas conteriam os maiores ndmeros de substancias volateis ja identificadas no
headspace de flores. O mais comum € encontrar trabalhos que afirmam categoricamente que 0s
terpenos seriam a maior classe, seguida pela classe de benzendides/fenilpropanoides. Por
exemplo, em uma revisdo dedicada exclusivamente a tratar da biossintese e das funcGes dos
COVs emitidos por flores e publicada em 2014, Muhlemann, Klempien e Dudareva (2014)
afirmam que

Fenilpropandides e benzenoides representam a segunda maior
classe de COVs vegetais e sdo derivados exclusivamente do
aminoacido aromatico fenilalanina, que é sintetizado através de duas
vias alternativas [énfase e traducdo nossas].

No texto dos autores Kumari, Panwar e Soni (2017) fica ainda mais explicito o equivoco
a respeito da importancia relativa em termos de nimeros das classes biossintéticas de COVs
florais. Em sua revisdo dedicada ao odor floral de espécies ornamentais, esses autores

anunciaram logo na introdugdo: “A maior parte dos volateis de flores pertencem as classes de
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terpendides, benzendides e fenilpropandides, mas ha também alguns derivados de &cidos
graxos, nitrogenados e sulfurados” [tradugdo nossa].

Quando ndo ha uma afirmacéo explicita, tais como as aludidas acima, alguns autores
constroem seu texto de um modo que influencia o leitor a concluir que os benzendides e
fenilpropandides constituem a segunda maior classe de COVs em flores. Raguso (2004), por
exemplo, um importante pesquisador da area de ecologia quimica da polinizacdo com formacéo
em botanica, escreve em um capitulo de livro:

As principais classes de compostos de odor de flores séo os
produtos das vias biossintéticas anabdlicas ou catabolicas e
incluem os terpendides C10 (mono) e C15 (sesqui), aromaticos,
alifaticos de cadeia curta (C4-C18) e uma variedade de compostos
contendo heterodtomos como nitrogénio, enxofre ou oxigénio
[traducéo nossa].

Segundo Knudsen e Gershenzon (2006), as trés classes de COVs mais recorrentes em
odor floral extraido por técnicas headspace, considerando a origem biossintética, sdo 0s
terpenoides com 556 substancias ja relatadas, seguidos pelos compostos alifaticos —
provenientes da degradacao de &cidos graxos de membrana — com 528 substancias e, logo apds,
0s benzendides/fenilpropanoides com 329 volateis. Isto posto, depreende-se que a segunda
maior classe de COVs em flores é a classe de compostos alifaticos e ndo a de
benzendides/fenilpropandides. Além dessas classes, o odor de flores pode conter outras classes
de compostos, 0 que demonstra que a fragrancia floral pode ser bastante heterogénea quanto a
origem biossintética de seus constituintes. As classes de compostos C5 de cadeia ramificada,
compostos nitrogenados, compostos sulfurados e compostos ciclicos de origem mista sdo
menos frequentes em odor floral (KNUDSEN; GERSHENZON, 2006; KUMARI; PANWAR;
SONI, 2017).

A diversidade estrutural dos COVs, emitidos especificamente por flores foi
sistematicamente analisada por Knudsen et al. (2006), que realizaram uma ampla compilagédo
de todos os artigos cientificos que descrevem a composi¢do do headspace de flores de familias
de Angiospermas até o0 ano 2006. Como resultado, os autores elaboraram um compéndio de 120
paginas, publicado no The Botanical Review, onde listam 1719 COVs de 900 taxa pertencentes
a 90 familias botanicas. E muito provavel que o nimero de COVs de flores tenha aumentado
desde entdo, contudo, 0 compéndio de Knudsen et al. (2006) permanece com grande relevancia
para aqueles que desejam conhecer a pluralidade estrutural dos COVs florais de um modo
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sistematizado. O grande niimero de citagdes (543 no total®) deste compéndio até o0 momento
reflete a sua relevancia entre os pesquisadores da area da quimica floral.

A Tabela 4 sintetiza a distribuicdo de COVs de acordo com a sua origem biossintética
(KNUDSEN; GERSHENZON, 2006).

Tabela 4 - Distribuicdo de COVs encontrados no headspace do odor de flores de acordo com
sua origem biossintética.

CLASSE QUIMICA N° DE COMPOSTOS
Terpendides 556
Monoterpenos 295
Sesquiterpenos 158
Diterpenos 6
Terpenos irregulares 97
Alifaticos 528
Benzendides e fenilpropandides 329
Compostos C5 de cadeia ramificada 93
Compostos nitrogenados 61
Compostos sulfurados 41
Compostos ciclicos de origem mista 111

Fonte: Adaptada de Knudsen & Gershenzon (2006).

A Figura 16 apresenta a estrutura quimica de varios COVs representativos de cada uma
das classes/subclasses biossintéticas encontradas em odor de flores. Os COVs de 17 a 21 sdo
monoterpenos, uma subclasse dos terpenoides, que possui um grande nimero de substancias
diferentes identificadas em flores — 295 substancias. Os COVs 22 a 26 séo sesquiterpenos,
subclasse dos terpenoides com 15 atomos de carbono em sua estrutura; 0s sesquiterpenos
possuem menor diversidade de compostos em odor de flores, em comparacédo aos monoterpenos
— até o momento foram identificadas 158 diferentes estruturas desta subclasse. Os terpenos
irregulares®, outra subclasse de terpenoides, sdo ainda menos comuns em flores do que seus
pares terpénicos — até o momento foram encontrados 97 destes compostos — 45-49. Os

diterpenos, por sua vez, sdo apenas 6 descritos em odor de flores. Juntas, estas subclasses

5> NUmero de citagBes consultado na base SCOPUS em 10 de julho de 2018
6 Para uma leitura mais ampla a respeito dos terpenos irregulares, consulte: Pichersky & Raguso. Why do plants
produce so many terpenoid compounds? New Phytologist, v. 220, n. 3, p. 692-702, 2018.
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formam a maior classe de compostos que sdo emanadas por flores (KNUDSEN;
GERSHENZON, 2006).

E facil compreender a irrisoria diversidade de diterpenos que sdo encontrados no
headspace de flores, basta que nos lembremos da baixa presséo de vapor destes compostos
(PERRING, 2006). Considerando que a funcdo primordial do odor de flores é a atracdo de
insetos via comunicacgdo quimica, cujo meio de transporte de tal linguagem s&o as correntes de
ar (SZYSZKA, 2014; RIFFELL et al., 2014), é imprescindivel que as flores invistam seus
gastos energéticos na biossintese de compostos que possam ser facilmente volatilizados e, dessa

maneira, encontrem o alvo da comunicagéo.

Figura 16 - COVs representativos das onze classes/subclasses biossintéticas encontradas na
fragrancia de flores na natureza. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Como pode ser visto na Figura 16, os terpenoides (17-29 e 45-49) apresentam ampla
gama de funcBes organicas e variados esqueletos carbdnicos. H4 moléculas terpénicas com
esqueletos carbdnicos alifaticos (18-20, 23, 27, 28) e ciclicos (17, 21, 22, 24-26, 29, 45-49); ha
ainda terpenos biciclos (21, 22, 25). Ademais, podem ser encontradas entre os terpenos, uma
gama imensa de funcdes, entre as quais éter (24), alcool (20), cetona (26), lactona (47), aldeido
(35) e outras.

Os monoterpenos limoneno (17), (E)-p-ocimeno (18), mirceno (19) e linalol (20)
ocorrem em mais de 70% do headspace das flores analisadas até o momento, enquanto o o-
pineno ocorre em 67% delas, ja o sesquiterpeno f-cariofileno (22) ocorre em 52% de todas as
flores ja investigadas (KNUDSEN, 2006).

Alguns exemplos de compostos da segunda maior classe de COVs em flores estdo

listados na Figura 16 (30-34). Costumam ser compostos de cadeia curta e podem apresentar
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diversas fungdes organicas, tais como aldeido (30), cetona (31), éster (32), &cido carboxilico
(33) e outras.
Alguns importantes representantes da terceira maior classe de COVs em flores,

benzenoides/fenilpropandides, podem ser vistos entre 0s compostos 35-44.

2 A IMPORTANCIA RELATIVA DOS COMPOSTOS EM UM PERFIL VOLATIL
PARA O ODOR
Cada espécie de planta tem a capacidade de sintetizar e emitir, a partir de suas flores,

um conjunto unico de compostos volateis. Certo nimero de substancias volateis, emitidas numa
proporcao bem definida, € o que determina o odor que uma pessoa sente ao cheirar uma
determinada flor (SURBURG; GUENTERT; HARDER, 1993; DELAHUNTY; EYRES;
DUFOUR, 2006). Analogamente ocorre para o caso dos insetos (RAGUSO, 2008; RIFFELL et
al, 2014).

Em termos de atributos sensoriais, 0s 6leos essenciais e outros derivados obtidos de
flores e usados em perfumaria, assim como as matérias primas de outras fontes, sdo
classificados em trés categorias de acordo com a relacdo de importancia relativa de seus
constituintes para a percepcao de seu odor (PETRZLLKA; EHRET, 1991):

a) Naprimeira categoria se encontram aquelas misturas cujo odor caracteristico se deve
a um ou poucos constituintes volateis majoritarios e 0s compostos minoritarios
praticamente ndo contribuem para o odor.

b) A segunda categoria é composto por misturas cujo odor se deve principalmente a
alguns compostos majoritarios, porém, alguns compostos minoritarios e em nivel de
traco s@o importantes para dar ao odor uma caracteristica mais proxima a natural.

c) Na terceira categoria, o odor caracteristico de uma mistura ndo pode ser alcangado
sem um balango sutil entre os compostos minoritarios, de nivel trago e de alguns
majoritarios. Contudo, nesta categoria, nenhum dos compostos majoritarios

contribui decisivamente para o atributo sensorial da mistura.

Vérias matérias primas provenientes de flores e usadas em perfumaria pertencem a
primeira categoria (BALDOVINI; FILIPPI, 2017). Este é o caso do 06leo essencial das flores de
rosas que, independente de sua variedade, pode ter sua fragrancia reconstituida a partir dos

COVs 2-feniletanol, citronelol, geraniol e nerol, sendo que a introducdo de seus acetatos
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correspondentes torna a fragrancia mais harmoniosa. Como se pode ver, com apenas quatro
substancias é possivel reconstituir adequadamente o odor de uma rosa (XIAO et al., 2017, 2018;
FLAMENT; DEBONNEVILLE; FURRER, 1993; MANNSCHRECK; ANGERER, 2011).

O absoluto de flor de mimosa (Acacia dealbata), por sua vez, pertence a terceira
categoria, pois, embora o absoluto desta flor contenha 232 compostos, seu odor caracteristico
é atribuido somente aos compostos minoritarios e de nivel traco, enquanto 0s compostos
majoritarios ndo contribuem para a percepc¢ao olfativa. Além disso, o odor caracteristico dessa
flor ndo pode ser reconstituido com poucas substancias volateis, como sdo 0s casos das
fragrancias de rosas ou jasmim. O perfume de mimosa deve ser reconstituido por, pelo menos,
37 substancias, entre as quais fenilacetaldeido, 2-feniletanol, acetato de benzila, e (Z)-jasmona
foram os principais COVs a darem o atributo floral, enquanto os aldeidos hexanal, heptanal,
nonanal, e (E,Z)-nona-2,6-dienal contribuem com atributos frescos e verdes para o perfume. Ja
vanilina, anisatos de metila e etila d&o atributos doces e de anis (PERRIOT et al., 2010).

Sob um ponto de vista de comunidade, a diversidade de fragrancias encontrada num
determinado local tende a ser maior quanto maior for a diversidade vegetal, ja que flores de
diferentes espécies de plantas contribuem com padrées de volateis diferentes para o odor global
da comunidade. Nesse aspecto, a diversidade de volateis de uma determinada comunidade €
parte intrinseca da complexidade vegetal (RANDLKOFER et al., 2010). Além disso,
variacgdes entre cultivares, entre individuos de uma mesma espécie, entre espécies de um género
e mesmo entre estagios de desenvolvimento contribuem para a complexidade de volateis de
uma comunidade e tal complexidade afeta diretamente a sua dindmica (MEINERS, 2016;
MARTIN et al., 2017).

Ainda sobre a diversidade de volateis em flores na natureza, € preciso ter em mente que,
embora tenham sido descobertos 1719 volateis no headspace de flores, considerando o
compéndio de Knudsen e Gershenzon (2006), o potencial combinatdrio desses volateis, somado
a abundancia relativa entre eles, pode produzir um namero imensuravel de fragrancias florais
(MONTERO et al, 2016; JUNKER; PARACHNOWITSCH, 2015; KNUDSEN;
GERSHENZON, 2006; KNUDSEN et al., 2006; PICHERSKY; RAGUSO, 2016).

3 LOCALIZACAO DA BIOSSINTESE DE VOLATEIS NOS ORGAOS FLORAIS
As substancias volateis exaladas pelas flores podem ser produzidas e emitidas em

diferentes partes da prépria flor a partir de estruturas glandulares denominadas genericamente
como osmdforos (RAGUSO; GOTTSBERGER, 2017). Em geral, a biossintese de COVs ocorre
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nas células epidérmicas das pétalas, em sua por¢do mais superficial, o que facilita o processo
de difusdo dos volateis e sua consequente liberacdo a atmosfera (WIDHALM et al., 2015).
Além das pétalas, tem sido relatada a producéo e emissao de volateis em outras partes da flor
tais como nas sépalas, anteras, estames, carpelos, nectario e outras. Tém sido relatadas na
literatura células de diferentes formas em tecidos florais (EFFMERT et al., 2006); a Figura 17

exibe a representacdo esquematica de celulas epidérmicas que sdo comumente relatadas.

Figura 17. Representacdo esquematica de diferentes células epidérmicas responsaveis pela
biossintese de COVs em tecidos florais. Fonte: EFFMERT et al., 2006.

Kolosova et al. (2001) determinaram através de imunolocalizagdo por microscopia
eletrénica e de fluorescéncia a localizacdo da producdo de volateis nas flores de Antirrhinum
majus (cv Maryland True Pink).Os autores verificaram que a biossintese de COVs nas flores
desta espécie vegetal é restrita nas pétalas, mais especificamente nos lobos superiores e
inferiores (upper e lower lobes), conforme é destacado na Figura 18A. Além disso, 0s autores
demonstraram que as flores de Antirrhinum majus produzem os COVs florais em células

conicas da superficie epidérmica (Figura 18B).
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Figura 18 - Localizacdo da biossintese de COVs em Antirrhinum majus. (A) Flores de A.
majus; (B) Células cénicas na superficie interna das pétalas de A. majus responsaveis pela
producéo e emissdo de fragrancia floral. Fonte: Adaptado de BOATRIGHT et al. (2004).
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Do mesmo modo que nas flores de A. majus, a biossintese de COVs na espécie Petunia
hybrida (cv Mitchell) também ocorre exclusivamente na borda das pétalas de suas flores
(BOATRIGHT et al., 2004). Estes autores analisaram varias partes da flor desta espécie
(sépalas, tubo, borda da pétala, estigma e estilete, estame e ovarios) por meio de marcagédo
isotopica, sequenciamento de DNA e andlise por cromatografia liquida com detec¢do por
espectrometria de massas (CL-EM) para chegar nessa concluséo.

Diferentemente das flores de P. hybrida, que produz e emite sua fragrancia
exclusivamente através de suas pétalas, as flores de Clarkia breweri, por sua vez, produzem e
emitem sua fragrancia através de diferentes érgdos florais. Os principais compostos exalados
por esta espécie sdo 0os monoterpenos linalol e os seus 0xidos. Do total de linalol produzido e
emitido pelas flores desta espécie num periodo de 24 h (23,37 ug), 60% é exalado pela flor a
partir das pétalas, enquanto que o restante é produzido e emitido pelos 6rgéos florais estame e
pistilo. Em contrapartida, os 6xidos de linalol (forma pirandide e forma furandide) sdo
produzidos e emitidos quase exclusivamente por meio do 6rgao floral pistilo e ndo das pétalas.
As flores de C. concinna, por sua vez, produzem e emitem sua fragrancia (linalol e seus 6xidos)
apenas no pistilo, ja que nenhum volatil foi detectado em outros 6rgéos florais (PICKERSKY
et al., 1994). Em trabalho posterior, Wang et al. (1997) encontraram resultados similares para
a producdo e emissdo de fenilpronanoides em C. breweri. A biossintese de fenilpropanoides
nesta espécie ocorre nos mesmos orgaos florais em que sdo emitidos: o estame, o estilete e 0
estigma, enquanto as sépalas e as folhas ndo produzem nem emitem fenilpropanoides.

Os estudos de Pickersky e seu grupo com as espécies C. breweri e C. concinna foram

importantes para o campo da quimica floral devido a consolidagdo do conhecimento a respeito
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da localizacdo da biossintese de COVs em flores. Seus estudos sobre a localizagdo da atividade
enzimatica em tecidos florais contribuiram para consolidar o entendimento de que as flores
produzem os volateis no mesmo 6rgdo vegetal onde ocorre a sua emissdo, isto é, ndo €
necessario produzir volateis em um 6rgao floral para, em seguida, transportar para outro 6rgdo
no qual seréo exalados (PICKERSKY et al., 1994; DUDAREVA et al., 1996; WANG et al.,
1997).

Na espécie endémica brasileira Cirrhaea dependens (Orchidaceae), as células que
respondem pela producdo de fragrancia se encontram principalmente na protuberancia
cilindrica do labelo, conforme pode ser visto na Figura 19. Neste tecido floral é possivel
identificar que uma unica camada de células epidérmicas com forma relativamente uniforme
compde a estrutura do osmdforo nesta espécie (Figura 19C). Logo ap6s a primeira camada de
células do osmoforo, é possivel ver as células parénquimas abaixo dessa camada de células
especializadas na biossintese de COVs. Outras espécies do género Cirrhaea também possuem
estrutura celular do osméforo similar & espécie C. dependens (PANSARIN; PANSARIN;
SAZIMA, 2014).

Figura 19 - Cirrhaea dependens. (A) Flor em visdo frontal. No detalhe destacado é possivel
ver a protuberancia do labelo em que se concentram as células responsaveis pela biossintese de
COVs. (B) Secéo transversal da protuberancia do labelo. (C) Detalhe do labelo.

56



4 PRINCIPAIS ROTAS BIOSSINTETICAS USADAS PELAS FLORES PARA A
PRODUCAO DE SUBSTANCIAS VOLATEIS

4.1 Terpenoides
Conforme mencionados anteriormente, levando em consideracéo a origem biossintética,

a maior classe de COVs encontrados em headspace floral é a de terpenos (KNUDSEN;
GERSHENZON, 2006). Os terpenos séo formados a partir de dois precursores comuns de cinco
unidades de carbono (Cs): o difosfato de isopentenila (IPP) e o difosfato de demetilalila
(DMAPP), ambos interconversiveis. A formagdo dos terpenos ocorre por meio de duas rotas
biossintéticas, que sdo compartimentalizadas na célula: a rota do &cido meval6nico (MVA) e a
rota do fosfato de metileritritol (MEP). Cada rota responde majoritariamente por uma ou mais
subclasses de terpenos. Nesse sentido, a rota MEP opera nos plastideos e produz principalmente
monoterpenos (Cio) e diterpenos (C2o) (DEWICK, 2009). Ja a rota MVVA ocorre no citosol,

reticulo endoplasmatico e peroxissomo e produz principalmente sesquiterpenos (Figura 20).

A formacdo dos blocos basicos de construcdo dos terpenos (IPP e DMAPP) ocorre
através de uma serie de reacBes enziméticas. Basicamente, a rota MEP comega com a
condensacdo do D-gliceraldeido 3-fosfato com o piruvato e envolve sete reacdes catalisadas
por enzimas; a rota MVVA, por sua vez, ocorre por meio de seis reacdes enzimaticas e é iniciada
pela condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA (MUHLEMANN; KLEMPIEN;
DUDAREVA, 2014).

Por muito tempo acreditava-se que a formacdo de monoterpenos em plantas ocorria
unicamente através da rota MEP no plastideo (SUN et al., 2016). Entretanto, um estudo recente
conduzido por Magnard et al. (2015) demonstrou que a formagdo de monoterpenos em dois
cultivares de Rosa x hybrida (Papa meilland e Rouge Meilland) ocorre no citoplasma e ndo nos
plastideos, como é tradicionalmente aceito. Além disso, os autores demonstraram por meio de
abordagens genéticas e transcriptbmicas que, nos cultivares estudados, ao invés de enzimas
terpeno sintases sdo as enzimas da familia NUDX1 que catalisam a formacdo de varios
monoterpenos, tais como 0 geraniol, nerol, citronelol, B-mirceno, (Z)-B-ocimeno, (E)-pB-

ocimeno e também sesquiterpenos, como (E)-a-farneseno, farnesol e farnesal.

Outra descoberta importante em relacédo a rotas alternativas foi realizada por Akhta et
al. (2013). Estes autores demonstraram que nos tricomas de folhas de tomate os sesquiterpenos
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podem ser produzidos via rota MEP nos plastideos, ao invés de serem produzidos no citosol

como é tradicionalmente aceito.

Assim, nos ultimos anos tem sido demonstrado que algumas espécies de plantas podem
usar rotas alternativas para produzir algumas substancias volateis terpénicas (BORGHI et al.,
2017; MAGNARD et al., 2015; AKHTAR et al., 2013; THOLL; GERSHENZON, 2015).
Algumas destas descobertas mais recentes estao sintetizadas na Figura 20, onde a cor vermelha
foi usada para assinalar rotas ndo canonicas. A esse respeito, os autores SUN et al. (2016)
fizeram uma reviséo onde abordam as varias descobertas recentes sobre rotas metabolicas ndo
canonicas. Nesta revisdo é possivel encontrar uma descrigdo mais detalhada sobre as

descobertas mais recentes da biossintese de volateis em plantas.

4.2 Volateis derivados de acidos graxos
A segunda maior classe de COVs, considerando sua origem biossintética —volateis

derivados de acidos graxos (VDAG) —, € produzida a partir da degradacdo de acidos graxos
insaturados Cis, sendo 0s principais substratos o &cido linoleico e o &cido linolénico
(DUDAREVA etal., 2013; WASTERNACK; FEUSSNER, 2018). Em plantas, a biossintese de
acidos graxos que servem como substratos para os VDAGs ocorre nos plastidios, enquanto que
em animais e em fungos ocorre no citosol (OHLROGGE; BROWSE, 1995). Uma descri¢édo
mais detalhada de como se da a producéo de acidos graxos, a partir da condensacdo do acetil-
CoA com o malonil-CoA, pode ser encontrada no livro-texto intitulado Medicinal Natural
Products: a biosynthetic approach (DEWICK, 2009) ou no artigo de revisdo com titulo Lipid
Biosynthesis de Ohlroggee e Browse (1995). O doador central de carbonos para a producéo dos
acidos graxos € o malonil-CoA, contudo, antes de entrar na sintese de acidos graxos 0 grupo
malonil é convertido de seu grupo CoA a um grupo ACP (acyl carrier protein\proteina
carreadora de grupo acila); de modo similar, o acetil-CoA participa da etapa de condensacao
com o auxilio de uma enzima ligada por uma ligacdo tioéster (DEWICK, 2009).

A principal rota biossintética responsavel pela degradacdo de acidos graxos e, dessa
maneira, responsavel por produzir os VDAGSs, é chamada rota lipoxigenase e € comumente
abreviada na literatura cientifica como rota LOX. Essa rota guarda esse home devido a familia
de enzimas responsaveis pelo inicio da biossintese e sdo comumente encontradas em
Angiospermas. No caso de animais, essa rota pode ser catalisada por ciclo-oxigenases (COX)
ou enzimas P450 (WASTERNACK; FEUSSNER, 2018).

A rota LOX ¢ dividida em duas ramificagdes: ramificacdo 9-LOX e 13-LOX. Essa

classificacdo é dependente da especificidade do produto formado das enzimas LOX. A
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degradacdo de &cidos graxos por enzimas LOX € regio e estereoespecifica, ja que o substrato
pode ser oxigenado em seu carbono 9 ou em seu carbono 13, conforme a especificidade da
enzima, e um hidrogénio Hs ou Hr é abstraido numa primeira etapa na reacdo catalisada por
uma lipoxigenase (FEUSSNER; KUHN; WASTEMACK, 2001; WASTERNACK;
FEUSSNER, 2018).

Em resumo, os &cidos linoleico e linolénico atuam como precursores de uma ampla
variedade de volateis derivados de acidos graxos. Estes lipideos sdo oxidados por uma enzima
da familia das lipoxigenases, que promovem oxida¢do no carbono 9 ou no carbono 13 do
lipideo, a depender da regioespecificidade da enzima responsavel pela reagdo (ANDREOU;
FEUSSNER, 2009). Essa oxidacdo regioespecifica catalisada por enzimas LOX resulta nos
intermediarios 9-hidroperdxidos e 13-hidroperdxidos que, por sua vez, sao convertidos nos
VDAGs por outras enzimas responsaveis por uma série de reacdes de modificacOes
(FEUSSNER; WASTERNACK, 2002).

4.3 Fenilpropanoides/benzendides
Os fenilpropandides/benzendides sdo uma classe de COVs que pode ser dividida em trés

subclasses: (1) fenilpropanoides (Ce-C3), (2) Benzenodides (Ces-C1) e (3) compostos Cs-Co
relacionados aos fenilpropandides (DUDAREVA et al., 2013). Segundo Knudsen e Gershenzon

(2006), esta classe constitui a terceira maior encontrada no headspace de flores.

Em geral, estes compostos sdao derivados do aminoacido aromatico fenilalanina (Figura
20), que pode ser produzido a partir da via do chiquimato por duas rotas. As duas rotas ocorrem
basicamente nos plastideos. Contudo, a producdo dos COVs da classe de
fenilpropandides/benzendides por meio da fenilalanina ocorre fora dos plastideos, no citosol e
nos peroxissomos; também podem ocorrer algumas modificagdes estruturais nas mitocondrias
e nos vactolos (MUHLEMANN; KLEMPEN; DUDAREVA, 2014).

Para a producgdo dos benzenodides (Cs-C1), a enzima fenilalanina amonia-liase (PAL)
promove a deaminacdo da fenilalanina no citosol produzindo acido trans-cinamico. Apds isso,
uma série de etapas promove o0 encurtamento da cadeia lateral via rota B-oxidativa nos
peroxissomos ou via rota ndo oxidativa no citosol ou mesmo uma combinacdo dessas duas rotas
(WIDHALM; DUDAREVA, 2015).

Dentre os compostos Cs-Co, a biossintese mais conhecida e estudada é a do 2-feniletanol
por ser muito importante para a industria de perfumaria na reconstitui¢cdo do odor de rosas. A

biossintese dos compostos dessa subclasse se da por meio da reacdo catalisada pela enzima
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fenilacetaldeido sintase, que promove a deaminagdo. Em seguida, outras etapas catalisadas por
enzimas promovem a modificacdo estrutural produzindo varios compostos (HIRATA,;
OHNISHI; WATANABE, 2016).

A formagéo de COVs como o eugenol, com esqueleto carbonico do tipo Ce-Cs, ocorre
através da etapa inicial de deaminagdo da fenilalanina que produz &cido trans-cindmico; este,
por sua vez, ao ser submetido a enzima cinamato-4-hidroxilase produz o &cido p-cumarico que,
através de uma série de etapas enzimaticas, promove a formacdo de varios compostos desssa
subclasse (DENG; LU, 2017).
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Objetivo geral

A pesquisa teve como objetivo geral a adaptacdo de metodologia e teste de extracdo de
volateis por headspace dindmico com sistema de baixo custo e o desenvolvimento de cartucho
adsorvente em microescala para analisar e quantificar o odor de flores in vivo de diferentes

espécies.

Objetivos especificos
Capitulo 2
1) Desenvolver um cartucho adsorvente em microescala para sistemas de headspace dinamico

HSD) e adaptar um sistema de extracdo de baixo custo para a analise de volateis de flores in

vivo por HSD;

2) Avaliar a reprodutibilidade do sistema HSD por meio da analise quantitativa e qualitativa da

variacdo temporal do perfil volatil das flores da espécie Dendrobium nobile (Orchidaceae);

Capitulo 3

4) Analisar quantitativamente e qualitativamente a quimica do odor floral da espécie

Temanadenia odorifera (Apocynaceae) por meio de headspace dinamico in vivo (HSD);

5) Analisar qualitativamente a composicao volatil do odor floral da espécie T. odorifera por

meio de microextracdo em fase solida (MEFS);

6) Analisar qualitativamente os volateis provenientes do néctar de T. odorifera por meio de

MEFS e propor a sua fungdo com relacdo aos mecanismos de polinizacdo da espécie;

7) Comparar a composicao volatil do odor floral do primeiro dia da antese e do periodo de

senescéncia floral e sua relagdo com mecanismos de polinizagao;

8) Analisar qualitativamente e quantitativamente a composi¢do quimica de agucares do néctar
de T. odorifera por meio de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e validacdo do
método cromatografico. Avaliar a relacdo entre a razdo das concentragdes entre sacarose,

glicose e frutose e os tipos de polinizadores em T. odorifera.
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Capitulo 2

Variacao temporal do odor floral de Dendrobium nobile
(Orchidaceae) por headspace dinamico in vivo

Figura 22. Orquidea Dendrobium nobile.
Foto: Rafael F. Silva



1 INTRODUCAO
1.1 O cartucho adsorvente para captura de volateis florais

No procedimento de isolamento de volateis por adsor¢do, quando se usam quantidades
relativamente grandes de adsorventes (50 mg ou mais) é comum realizar uma etapa de
concentracdo do eluato (Tabela 5). No entanto, Raguso e Pellmyr (1998) demonstraram que
este procedimento, normalmente realizada pela submissao do eluato a um fluxo de nitrogénio,
resulta na perda de até 10% de alguns volateis. Os autores demonstraram ainda que o percentual
de perda é diferente para cada volatil. 1sso significa que ao submeter um eluato a concentracao
0 pesquisador pode provocar duas coisas importantes: (1) alterar a proporcdo dos volateis
capturados e, assim, distanciar o perfil volatil capturado do perfil volatil real; (2) provocar a
perda completa de volateis de nivel traco a ponto de ndo serem detectados na analise
cromatografica e, dessa maneira, perder informacdes que poderiam ser valiosas.

Byers et al. (2014), ao investigar o odor de duas espécies do género Mimulus fizeram
uso de cartucho adsorvente com 100 mg. Os autores relataram que foram necessarias 24 horas
de extracdo para obter um extrato adequado para analise cromatografica e ndo foi possivel um
tempo menor de extracdo. Por usar uma quantidade grande de adsorvente, estes autores
concentraram em 10 vezes o eluato contendo os COVs.

Segundo Kaiser (1994, p. 219), com a diminui¢do do tamanho do capilar a etapa de
concentracdo torna-se desnecessaria. Outra vantagem importante reultante do uso de cartucho
em microescala é a diminuigdo do tempo necessario a coleta. Dotterl et al. (2012), por exemplo,
ao estudar o odor das flores de Silene otites utilizaram um cartucho de 3 mg de adsorvente e
precisaram de apenas 2 minutos de coleta (Tabela 5).

Isto posto, para a analise de volateis de flores por headspace dindmico, com adsor¢édo
em polimero poroso, um dos aspectos mais importantes é, portanto, a escolha do adsorvente e
suas dimensdes (RAGUSO; PELLMYR, 1998; THOLL et al., 2006; KAISER, 1994). A maior
parte dos estudos que fazem uso dessa técnica de extracdo é realizada com cartucho comercial.
No entanto, os cartuchos comerciais disponiveis sdo confeccionados com quantidade de
adsorvente superior a 50 mg, embora seja possivel encontrar cartucho com adsorvente a partir
de 25 mg, como séo os casos das empresas SKC Inc. ou da Volatile Collection Trap LCC. Em
geral, as empresas que comercializam cartuchos adsorventes sdo voltadas as analises de
poluicdo atmosférica ou de poluentes de interiores, o que justifica a dimensdo dos cartuchos

disponiveis comercialmente.
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Tabela 5 - Odor floral por HSD com adsor¢do em polimero poroso: alguns exemplos da literatura. Fonte: elaborada pelo autor

o Tempo de _ .
Espécie Adsorvente/mg ) Solvente para eluicdo Concentracao Referéncia
extracdo
MAJETIC et al.,
Hesperis matronalis POTEIPENS 1lh Hexano/300 pL a75puL
Super Q/10 mg (2007).
] Hexano/acetato de etila MONTERO et al.
Passiflora spp. Porapak Q/100 mg 1h nh
(1:1)/300 pL (2016)
Mimulus spp. Porapak Q/100 mg 24 h Hexano/600 pL 60 pL BYERS et al., (2014)
Y | Super Q/100 5h 3mL 75 uL SVENSSONetal,
ucca glauca uper m m
g p g H (2011)
Evodianthus funifer; Tenax TA/25 mg + TEICHERT et al.
) o 3h Acetona/300 pL nr
Ludovia lancifolia Carbopack B/40 mg (2018)
Datura wrightii; RIFFELL;
) Super Q/100 mg 10 h Hexane/600 pL nh i
Agave palmeri ALARCON (2013)
_ _ Tenax TA/Carbotrap _ o DOTTERL et al.
Silene otites 2 min Dessorcao térmica nh
(2:1)/3mg (2012)
Couroupita hexano:acetona (10:1)/
) ) Porapak Q/2-5 mg 4 h 20-60 pL nh KAISER (2000)
guianenesis

nh: ndo houve; nr: ndo relatado
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1.2 Dendrobium nobile (Orchidaceae)
As espécies do género Dendrobium estdo entre as orquideas ornamentais mais

difundidas comercialmente no mundo no que se refere a familia Orchidaceae (XU; WANG,
2015; SILVA et al., 2016). Dentre elas esta a espécie D. nobile, que se destaca devido a sua
beleza e agradavel fragrancia (DE et al., 2014).

A fragrancia floral desempenha um importante papel na atracdo de polinizadores.
Paralelamente, € vista como uma fonte de matéria-prima para a perfumaria e € um importante
atributo para os consumidores de plantas ornamentais, sendo um dos fatores decisivos para a
compra (SCHNEPP; DUDAREVA, 2006).

Levando em consideracdo a importancia do odor para o comércio de plantas
ornamentais, estudos visando a modificacdo do odor de flores comerciais buscando intensifica-
lo ou & producéo de novas variedades perfumadas, a partir de espécies sem odor, séo observados
na literatura (KUEHNLE; JAYAWICKRAMA, 2007; KUANPRASERT; KUEHNLE, 1999).
A modificacdo do odor floral de espécies ornamentais tem como uma de suas abordagens a
producdo de variedades geneticamente modificadas pela introducdo de genes que expressam
enzimas biossintéticas. Como um exemplo, a enzima S-linalol sintase, proveniente de Clarkia
breweri, foi introduzida em flores de cravo (Dianthus caryophyllus L.) que passou a produzir
entre 3 e 6% de linalol e 0 a 1,5% de trans e cis-Oxido de linalol. Anteriormente a modificacao
genetica, as flores de cravo ndo produziam monoterpenos (LAVY et al., 2002).

Estudos sobre a composicao, o estagio e a variacdo temporal da emissdo dos volateis
sdo de grande importancia para 0 entendimento de sua produgdo (KUEHNLE;
JAYAWICKRAMA, 2007) e servem de guia para recomendagfes de praticas de cultura das
espécies florais perfumadas (KUANPRASER; KUEHNLE, 1999; TANAKA et al., 2005).

Entre as plantas comerciais, 0s cultivares de rosas sdo os mais amplamente estudados
em relagdo as rotas metabdlicas e a bioquimica envolvidas na produgéo e emisséo de odor floral
(TANAKA et al. 2005). Parte disso se deve ao grande interesse destes cultivares como fonte de
matéria-prima para a industria de perfumaria (ECKARDT, 2002). O 2-feniletanol, um
importante componente do aroma das flores de Rosa damascena Mill., foi monitorado durante
0 estagio de desenvolvimento floral em diferentes gendtipos da espécie. O genétipo SSG
apresentou maior concentracdo em relacdo ao genotipo WSG. Além disso, a emissdo de 2-
feniletanol aumentou conforme os estagios de desenvolvimento floral, sendo maior no ultimo
estagio de desenvolvimento (S6) do genotipo SSG (40,6% do total de volateis emitidos),

enquanto que no genotipo WSG, o percentual de 2-feniletanol foi sempre menor. Este gendtipo
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demonstrou-se menos perfumado em qualquer estagio de desenvolvimento comparado ao
primeiro (KARAMI, 2015). Estudos semelhantes foram realizados com a variedade R.
damascena semperflorens cv. ‘Quatre, quanto a frequéncia da emissao de seus volateis florais,
e ficou demonstrado que a mesma apresenta um ritmo circadiano diurno de liberagdo de volateis
florais (PICONE et al., 2004).

Embora a fragrancia seja um dos aspectos mais relevantes em espécies ornamentais do
género Dendrobium, de um modo geral, ha poucos trabalhos de investigacdo de volateis em
orquideas pertencentes a este género. Em sua maioria, os estudos estdo relacionados aos
constituintes fixos das espécies, tais como alcaloides, fenantrenos, bifenilas e sesquiterpenos
glicosilados (KIM et al., 2015; YE et al., 2002; HWANG et al, 2010; LEE et al., 1995; ZHANG
etal., 2007, XU etal., 2013; ZHAO et al., 2001; ZHOU et al. 2016).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal

Trés individuos de Dendrobium nobile (Orchidaceae) foram adquiridos em um centro
comercial da cidade do Rio de Janeiro. Logo apds serem adquiridas, as plantas foram
transplantadas para vasos plasticos de igual tamanho (15cm X 12cm X 10cm), onde utilizou-se
como substrato uma mistura composta de 50% humus e 50% de substrato proprio para orquidea
- casca de pinus, carvao mineral e vermiculita (Nutriplan, Cascavel-PR). Apdés o transplante, as
plantas foram regadas a cada dois dias com igual volume de &gua por uma semana. A rega foi
suspensa trés dias antes dos experimentos. N&o foi utilizada nenhuma espécie de adubag&o. As
plantas permaneceram em laboratorio com iluminacdo natural e temperatura controlada 22 +
4°C. Entre os individuos usados no experimento, o nimero de flores por inflorescéncia variou

entre 20 e 25 flores abertas.

2.2 Cartucho adsorvente para coleta de volateis florais
Para o desenvolvimento do cartucho adsorvente foram utilizados como referéncia os

trabalhos de Kaiser (2004, 2001, 2000, 1995, 1994, 1993), um dos pioneiros no uso de cartuchos
em microescala para a coleta do odor de flores. Cartuchos similares podem ser vistos na Figura
24. A diferenca entre o cartucho da Figura 24 e o do referido autor consiste na inser¢do de
pérolas de vidro nas duas extremidades do capilar. As pérolas de vidro tornam o capilar mais

firme.
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O cartucho de referéncia € constituido por um capilar de vidro de, aproximadamente, 2
cm de comprimento e 2 mm de diametro interno (KAISER, 2000; Figura 23). No entanto, com
0 uso frequente e devido a aplicacdo de pressdao no capilar pelo uso de bomba a vacuo, essa
montagem logo mostrou necessitar de uma modificacao, pois apds cerca de 20 horas de uso o
cartucho perdia a firmeza interna de suas camadas (adsorvente, 1& de vidro e pérolas de vidro),

sendo envidenciada pelo aparecimento de artefatos nos cromatogramas de analise.

Alguns dos artefatos encontrados apds o uso dos capilares foram descritos por Lewis e
Williams (1980) em um estudo no qual se catalogou os artefatos potenciais em Porapak Q e
Tenax. Segundo esses autores, o Porapak Q (Etilvinil benzeno/divinil benzeno) quando
submetido a temperaturas elevadas se degrada, produzindo uma série de hidrocarbonetos
devido a fragmentacdo de ligacdes C-C existentes em sua cadeia polimérica formada por
etilvinilbenzeno-divinilbenzeno. Dessa maneira, quando o capilar se desestrutura, a pressao
exercida durante a eluicdo enriquece o eluato com adsorvente que, ao ser injetado no injetor
cromatografico em altas temperaturas, promove a degradacdo do polimero, produzindo os

artefatos descritos por Lewis e Williams (1980) e mascarando substancias da flor em estudo.

Figura 23 - Cartucho adsorvente do Kaiser (2000) e utilizado como referéncia para o
desenvolvimento do cartucho usado no presente estudo. A) cartucho adsorvente em destaque;
B) etapa de eluicdo em destaque. 1, capilar de vidro; 2, 1a de vidro; 3, Porapak Q; 4, seringa; 5,
ampola de vidro para armazenamento do eluato. Fonte: NEUNER-JEHLE; ETZWEILER
(1994)
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Dessa maneira, foram montados e testados diversos Figura 24 - Cartuchos
cartuchos para superar tal problema. A Figura 25 mostra alguns giiﬁ??;ﬁgf S‘F,%ai:?/aesw estudo.
dos capilares montados.

A insercdo de mais uma camada de 1a de vidro apés as
pérolas de vidro foi decisiva para a melhora da integridade e o
aumento da durabilidade do cartucho. Assim, o cartucho foi
montado com a seguinte ordem: borracha de PTFE, la de vidro,
pérola de vidro, 1& de vidro, adsorvente, 1a de vidro, pérola de
vidro, 1& de vidro, borracha de PTFE. O cartucho de Kaiser (2000)
e de outros pesquisadores, tal como mostrado na Figura 24 e
apresentado por NEUNER-JEHLE; ETZWEILER (1994) possui
Ia de vidro apenas na parte mais interna para delimitar o
adsorvente. Ja nos cartuchos utilizados neste estudo, a 18 de vidro
adicionada as extremidades do cartucho, logo apds as perélas de
vidro conferiu maior estruturacdo ao cartucho e durabilidade e
evitou o surgimento de artefatos apds o uso continuo por muitas
horas.

A reprodutibilidade dos cartuchos confeccionados pode
ser observada no Apéndice 1B, Figura B2, onde, mesmo quando

aplicado em diferentes individuos de D. nobile, foram obtidos

cromatogramas com perfil volatil visivelmente similar.

2.3 Coleta de volateis

O odor floral foi coletado dos trés individuos separadamente utilizando a técnica
headspace dindmico, baseada em Kaiser (2000) e Raguso e Pellmyr (1998). A Figura 23 mostra

0 esquema que representa o sistema de extracdo usado nesse estudo.
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: SISTEMA DE EXTRACAO DOS VOLATEIS FLORAIS HEADSPACE

Carvao ativado | Cartucho adsorvente
/ Adaptador

paraseringa_ ([l | PTFE (Shrinking ‘

tube)

A
|

| \\ [ Pérolasde vidro |
/ \ (@ 0.5 mm)
&
‘ )) Liade vidro
Ar filtrado , Cartucho ]
adsorvente _ | PorapakQ (-3 ‘
| mg/50-80 mesh)
| \ | Capilar devidro |
Bomba co )
firkadeas Bomba de vacuo |
iti ‘ ~300 mL min! )|
- positivo Ladevidro
———e=a o g ' . I [ ——

Figura 25. Sistema de extracdo headspace usado para coleta de odor floral de D. nobile. Fonte:
ilustracdo elaborada por Pereira, L. S.

A inflorescéncia inteira da planta foi ensacada em uma sacola de polietileno (15 cm X
25 cm) para isold-la do ambiente externo e minimizar eventuais contaminagdes. Os volateis
emitidos foram capturados em um cartucho consistindo de microtubo de vidro (2 cm de
comprimento; 1mm de didmetro interno), aberto nas duas extremidades, contendo 3 mg de
adsorvente polimérico poroso (Porapak Q®, 80-100 mesh, Sigma-Aldrich Canada, Oakville,
Ontario, Canada), limpo com 150 pL de hexano antes de cada extracdo, Seco em estufa.e
empacotado no laboratério. O adsorvente foi contido nos microtubos por meio de 13 de vidro e
pérolas de vidro (@ 0,5mm). Foi usado PTFE nas extremidades do cartucho para promover o
encaixe da seringa (50 puL, Hamilton® Syringes) durante a elui¢do dos volateis.

Os volateis emitidos pela planta foram forcados a passar através do cartucho contendo
adsorvente por meio de uma bomba de vacuo conectada ao sistema. A vazdo foi ajustada a 300
mL min*, medida com rotdmetro (Omega Engineering Brasil, Sd0 Paulo). Para equilibrar a
pressdo, uma segunda bomba com fluxo positivo foi conectada no lado oposto a bomba de
vacuo (ambas as bombas de Modelo Inalar compact, NS Group - S&o Paulo) contendo um
cartucho com carvao ativo (30 mg).

O estudo da variacdo do odor floral de D. nobile foi realizado num Unico dia. As
extracdes dos trés individuos foram realizadas simultaneamente. Os volateis florais foram
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coletados consecutivamente das 7 h as 16:50 h, sendo uma extracdo realizada a cada hora,
totalizando 30 extracdes de 50 min cada, sendo 10 extracdes por individuo.
Para detectar eventuais contaminantes, foram realizadas extragdes-controle, nas quais o

mesmo procedimento acima descrito foi realizado, contudo, com a sacola vazia.

2.4. Extracao de volateis e cromatografia gasosa
Ap06s cada uma das 30 extracdes, o cartucho adsorvente foi eluido com 50 puL de hexano

(grau de pureza para cromatografia, Tedia, Brasil) e, logo em seguida, adicionou-se ao eluato
obtido uma aliquota de 2 pL de solugio 0,6 mg mL™ de n-octadecano como padréo interno. O
eluato foi em seguida transferido a uma microampola, selada com macarico e armazenada sob
baixa temperatura (em freezer a -18 °C) até a andlise.

Uma aliquota de 2 uL do eluato resultante de cada uma das 30 extra¢des do odor floral
dos trés individuos de D. nobile foi injetada, em modo sem divisdo de fluxo, em um
cromatdgrafo a gas, Agilent modelo 6890N, equipado com uma coluna capilar com fase HP-
5MS (5% fenil-metil polisiloxano; 30 m X 0,25mm X 0,25 um), usando hidrogénio como gas
carreador sob fluxo de 1 mL min*. O injetor foi mantido a 250 °C e o detector de ionizagao por
chama (DIC) mantido a 280 °C. O forno cromatogréfico teve sua temperatura variando de 40
°C (por 5 min) a 240 °C, a uma taxa de aquecimento de 3 °Cmin. O teor de cada composto foi
calculado por meio da relagéo entre a area absoluta do padrdo interno e a area de cada substancia
em analise e corrigida pelo fator de resposta.

As amostras também foram analisadas por cromatografia em fase gasosa com deteccao
por espectrometria de massas (CG-EM), sendo utilizado um equipamento Agilent modelo
6890N equipado com um detector de massas 5973N e composto de coluna capilar com fase
HP-5MS (5% fenil-metil polisiloxano; 30 m X 0,25mm X 0,25 um). Hélio foi usado como gas
carreador (ImL min™). O detector de massas foi operado em modo de ionizagéo eletronica (70
eV), em 3,15 varreduras/segundo, com faixa de massas de 40 a 450 u. A linha de transferéncia
foi mantida em 260 °C, fonte de ions em 230 °C e o analisador (quadrupolo) a 150 °C. O
programa de temperatura e as condicdes de injecdo foram as mesmas usadas em CG-DIC.

A identificagdo dos compostos foi realizada por meio da comparacao de seus espectros
de massas com aqueles disponiveis na biblioteca Wiley Registry of Mass Spectral Data, em
conjunto com o seu indice de retencdo linear, e comparados com dados da literatura (Adams,

2007). Os indices de retencéo linear foram calculados conforme Van Den Dool e Kratz (1963),
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e levaram em consideracdo os tempos de retencdo de uma série homologa de n-alcanos (Cr-

Cas), injetados nas mesmas condigdes supracitadas.

2.5 Andlise estatistica
Para verificar se houve diferenca significativa na emissdo de volateis entre os periodos

da manha e tarde foi usado teste t de student para avaliagdo das médias, obtidas a partir da soma
dos dados das extracdes da manha (7-11:50 h) versus a soma dos dados obtidos das extra¢des
do periodo da tarde (12-16:50 h).A determinac¢do do melhor tempo de extragdo (15, 30 ou 50
min) foi realizada por meio do método de analise de variancia monofatorial (ANOVA-oneway)
com a diferenca de significancia de p < 0,05. Para realizar as compara¢6es multiplas de médias
utilizou-se o teste de Tukey.

Além disso, realizou-se andlise por agrupamento de clusters e analise de componentes

principais. A analise estatistica foi realizada no programa Statistica7.0 (StatSoft, 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Previamente ao estudo da varia¢do temporal do odor floral de D. nobile, foi avaliado o
melhor tempo de extracdo a ser utilizado no presente estudo. Segundo Raguso e Pellmyr (1998)
e Kaiser (1993), o tempo de coleta do odor floral por meio da técnica de headspace dindmico é
um importante pardmetro a ser levado em consideragdo em estudos de volateis de flores.
Segundo Kaiser (1994, 1995), cada espécie possui um ritmo proprio de liberacdo de volateis,
bem como uma intensidade de liberacdo diferente para cada composto. Assim, substancias
emitidas em baixa concentracdo podem nédo ser adequadamente detectadas sem um tempo
minimo, no qual sejam suficientemente concentradas no cartucho adsorvente (RAGUSO, 2004;
RAGUSO; PELLMYR, 1998). Dessa maneira, Tholl et al. (2006) sugerem uma avaliacdo
prévia deste parametro de extracdo de acordo com a espécie estudada.

Nesse sentido, buscou-se avaliar o melhor tempo de extracao que, dentro de até 1 hora,
fornecesse 0 maior numero de informagdes a respeito do odor floral, como o nimero de
substancias detectadas e identificadas. Dentre os tempos avaliados (15, 30 e 50 min), 50
minutos mostrou-se o0 mais adequado por fornecer o maior nimero de compostos em relacdo

aos demais tempos avaliados (Figura 24).
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Figura 26 - Comparacao entre o tempo de extracdo, 0 nimero de compostos extraidos e a
quantidade de odor extraido (ng). Os valores se referem a média + desvio padrdo (DP) de

triplicatas.

A quantidade extraida de volateis (em ng) foi significativamente diferente nos trés

tempos avaliados; o nimero de compostos extraido foi estatisticamente similar entre os tempos

15 e 30 min e menor do que o tempo de 50 min de extracdo (ANOVA, p < 0,0001, teste de

Tukey).
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Taleka6 - Carpostos volteis emiticios pelas flores de Dardrdbiumnabile. (ng fior ).

7:00 h 8:00 h 9:00 h 10:00 h 11:00 h 12:00 h 13:00 h 14:00 h 15:00 h 16:00 h  Manhd (7 as 11h) Tarde (12 as 16)
Pico IRL? IRLP ldentifica¢io Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
1 1029 1024 limoneno 188,5 79,2 240,8 395 1945 1137 179,7 1344 1534 53,6 207,1 583 179,2 42,6 1468 34,3 1246 54,1 958 295 9569 82,6 753,7 557
2 1051 1044 (E)-p-ocimeno 608,9 596,2 4486 490,8 208,7 2256 1094 1552 11,8 11,8 - - - - - - - - - - 1387,3 3846 - -
3 1059 1054 (y)-terpineno - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 1105 1095 linalol 208 241 118 136 8,1 9,1 6,3 7,7 70 120 67 11,7 76 131 77 10,0 - - 45 79 539 13,5 26,6 8,7
5 1109 1100 nonanal 148 182 13,8 135 4,7 8,1 4,1 7,1 3,8 6,7 2,7 4,6 2,5 4,3 - - - - - - 41,2 11,1 52 2,7
6 1122 1124 2-metil-6-metileno-1,7-octadien-3-ona - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 1136 1128 allo-ocimeno - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 1173 1157 acetato de benzila - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 1211 1200 n-dodecano - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
10 1217 1201 decanal - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 1255 1238 cuminaldeido 9,5 3,9 7,1 3,0 4,3 4,0 5,7 2,6 3,8 34 2,5 2,5 4,3 11 33 3,0 11 20 13 22 303 3,6 12,5 2,3
12 1278 1274 3,5-dimetoxitolueno - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
13 1383 1376 cinamato de metila 194 17,7 16,3 8,9 12,2 7,9 147 1,7 2,6 4,5 15 2,6 1,8 3,0 2,3 2,1 - - - - 65,2 10,5 5,5 2,0
14 1397 1390 7-epi-sesquitujeno 9,2 8,0 186 17,8 9,2 4,4 106 24 5,9 51 4,8 4,2 7,8 1,6 6,1 54 19 33 22 38 534 9,0 22,8 4,0
15 1395 1388 1-tetradeceno
16 1408 1400 n-tetradecano 20,6 16,1 7,2 6,8 10,3 12,4 6,1 4,5 3,7 3,5 2,5 4,3 - - - - - - - - 47,9 10,4 2,5 1,9
17 1415 1410 a-cedreno 243 152 246 222 202 156 138 109 6,3 6,6 3,7 3,9 5,9 3,8 4,1 3,9 09 16 08 14 892 14,6 15,5 34
18 1425 1417 (E)-cariofileno 101,1 61,2 1076 816 84 588 579 561 229 249 124 138 145 79 103 6,6 39 22 1,7 30 3779 59,8 42,8 8,4
19 1440 1432 (E)-a-bergamoteno 170 150 451 435 308 21,3 199 162 98 110 56 62 101 89 7,4 6,1 14 24 14 24 1225 24,2 25,9 6,0
20 1459 1452 propanoato de nerila - - - - 8,7 15,1 4,1 7,2 - - - - - - - - - - - - 12,8 7,3 - -
21 1463 1454 (E)-B-farneseno 11,0 9,9 26,7 242 171 119 137 50 112 64 4,7 53 8,7 6,5 2,5 4,3 11 19 20 34 798 12,8 19,0 4,8
22 1484 1481 y-curcumeno 5,5 4,8 145 158 7,7 57 4,9 4,3 6,0 6,3 2,4 2,4 1,4 2,4 1,2 2,0 00 00 00 00 386 8,1 5,0 1,8
23 1500 1493 a-zingibereno 3,9 34 10,8 10,1 31 2,7 15 2,7 14 2,5 1,9 1,7 0,8 14 - - - - - - 20,7 57 2,7 1,1
24 1510 1505 (E,E)-a-farneseno 1386,4 1288,5 1344,1 1541,7 734,0 551,2 4653 3865 4454 3413 1110 79,2 1104 10,7 743 749 10,8 188 14,1 14,8 43752 917,1 320,7 73,2
25 1516 1514 B-curcumeno 68,9 470 66,2 630 434 269 320 326 246 121 7.6 78 100 111 77 8,0 - - - - 235,2 38,7 25,3 7,4
26 1519 1514 (2)-y-bisaboleno 9,0 6,4 8,0 9,3 53 5,5 1,3 2,3 1,3 2,3 - - - - - - - - - - 24,9 5,9 - -
27 1526 1522 d-cadineno - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
28 1536 1531 (2)-nerolidol - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
29 1546 1542 (2)-hidrato de sesquisabineno - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
30 1564 1561 (E)-nerolidol 36,3 46,0 50,8 58,7 323 205 89 154 171 140 7,2 7,7 6,0 8,1 3,4 5,9 - - - - 145,3 33,9 16,5 57
31 1591 1588 1-hexadeceno 6,5 6,0 7,6 3,5 51 1,3 2,4 4,2 3,3 3,1 2,8 2,6 2,7 2,6 3,3 3,2 06 11 07 13 248 3,9 10,1 2,3
Quantidade total 2569,5 2267,3 2478,3 2468,0 14535 1126,6 970,4 8655 747,0 536,0 393,0 2241 3811 220,7 2883 170,0 1558 91,1 1344 732

IRL2= [ndice de Retencdo Linear em coluna HP-5, Experimentalmente calculado usando parafinas (C7-Cas) como referéncia,;
IRL" = indice de Retencéo Linear da literatura (Adams, 2007),

DP = Desvio Padrao




A avaliagdo do odor floral de D. nobile resultou em 31 substancias identificadas, dentre
as quais 11 sesquiterpenos, 3 sesquiterpenos oxigenados, 4 monoterpenos, 1 monoterpeno
oxigenado, 4 hidrocarbonetos alifaticos e 3 ésteres (Tabela 6). Os principais constituintes,
independente do horério de coleta do odor floral, foram o limoneno, (E)-p-ocimeno, (E)-
cariofileno e (E,E)-a-farneseno, que juntos totalizaram de 44 a 73% do total de odor emitido
(Figura 25).

Figura 27 - Variacdo da composicdo percentual dos quatro compostos majoritarios do odor
floral de D. nobile em quatro diferentes horarios num mesmo dia de amostragem. Fonte:
Elaborada pelo autor.
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Estes quatro terpenos figuram entre as substancias mais comumente emitidas por flores.
Limoneno e (E)-B-ocimeno, por exemplo, ja foram descritas no odor floral de mais de 70% de
todas as espécies vegetais ja estudadas por headspace dinamico (Knudsen et al., 2006). Desta
maneira, o alto teor destes quatro terpenos comuns no odor floral de D. nobile pode indicar que
esta espécie ndo usa sua fragrancia para atracdo de polinizadores altamente especificos, mas
sim generalistas (RAGUSO, 2004).

A anélise dos volateis florais de D. nobile revelou uma clara varia¢do na taxa de emissao
de seu odor ao longo do periodo estudado, com uma intensa emissao entre 7-8 h (manhd) e
apresentando declinio gradual em sua liberagéo (Figura 26a).
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Embora tenha havido diferenga unitaria entre os teores dos volateis emitidos pelos trés
individuos, é possivel verificar o mesmo padrdo de emissao volatil, com uma alta concentracédo
emitida nas primeiras horas da manha e um perceptivel declinio em seguida. A variacdo da
intensidade de volateis pode ocorrer por diferentes razdes e, até mesmo, num mesmo individuo.
Kaiser (1993) estudou o odor liberado pela orquidea Epidendrum ciliare por duas noites
consecutivas e verificou variacdo similar na intensidade de volateis. Contudo, assim como no

caso do presente estudo, a espécie E. ciliare apresentou um padréo reconhecivel na emisséo,
com pico de emissao por volta das 22h.
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Figura 28. (a) Variacdo do odor floral de D. nobile ao longo de um periodo de 10 horas durante
o dia; (b) comparag&o entre as intensidades de emissdo de odor floral dos periodos da manha e
da tarde (teste t Student, p < 0,05). Fonte: Elaborada pelo autor.

Na media, a emanacéo de odor foi mais intensa pela manha do que no periodo da tarde
como pode ser visto na Figura 4b, onde se avaliou as médias por meio do teste t student.

A analise de componentes principais (PCA) e de agrupamento das amostras obtidas nos
diferentes horarios de extracdo demonstraram uma nitida separagdo entre as amostras do

periodo da manh& em relacdo as da tarde (Figura 27).
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Figura 29 - Andlise por (a) PCA e (b) agrupamento dos volateis florais de D. nobile em
diferentes horéarios. Fonte: Elaborada pelo autor.

A orquidea Phalaenopsis Nobby’s Pacific estudada por Sunset Yeh et al. (2014), por
meio de microextracdo em fase sélida (MEFS), demonstra um comportamento de emissao
volatil similar a orquidea D. nobile, com um pico de emissao nas primeiras horas da manha e
um declinio gradual e, do mesmo modo, possui (E,E)-a-farneseno como um de seus principais
componentes.

Para entender a variacdo temporal dos volateis e seu padrdo de emissao em flores é
imprescindivel considerar que a principal funcdo dos volateis emitidos por este 6rgdo € a sua
utilizacdo como atraente de insetos polinizadores (Parachnowitsch e Manson, 2015). Nesse
sentido, é bem documentado na literatura que as espécies polinizadas por insetos tendem a
concentrar seus esforcos energéticos de liberagdo volatil durante o horario no qual ha atividade
desses insetos (DOTTERL et al., 2012). Assim, espécies polinizadas por certas abelhas diurnas
tendem apresentar picos de emissdo de volateis florais no periodo da manha (PINHEIRO et al.,
2015). O padréo de emissdo de D. nobile, portanto, sugere que esta espécie possa ser polinizada
por abelhas ou outros insetos diurnos.

Curiosamente, o composto (E)-B-ocimeno (65) é emitido por suas flores apenas no
horario da manha (Figura 28). A partir das 12 h tem sua emissao completamente interrompida.

Tal comportamento pode sugerir que este composto pode ser um importante atraente
desta orquidea, utilizado em seu mecanismo de atracdo de insetos. Este composto volatil é
conhecido por ser um atraente generalista. Ha relatos de outras orquideas que emitem este
monoterpeno. Kaiser (2004), por exemplo, descreveu o odor floral de duas espécies do género

Cattleya, C. labiata e C. luteola, que emanam (E)-p-ocimeno, assim como (E,E)-a-farneseno.
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Figura 30 - Variacédo do teor de (E)-B-ocimeno em flores de D. nobile ao longo do dia. Fonte:
Elaborada pelo autor.

O composto (E,E)-a-farneseno também é emanado das flores de D. nobile em alta

concentracdo pela manha (cerca de 49% da composicao dos volateis a 10 h).

O composto (E,E)-a-farneseno também é emanado das flores de D. nobile em alta
concentracdo pela manha (cerca de 49% da composicao dos volateis as 10 h) e foi descrito no
odor floral da orquidea Catasetum uncatum por Pinheiro et al. (2015), que demonstraram que
esta substancia possui resposta eletrofisiolégica (CG-EAD) nas antenas de trés abelhas
Euglossini (Euglossa nanomelanotricha, E. carolina e Eulaema nigrita). Estas abelhas possuem
habitos diurnos, coincidentes com o horéario de maior liberacdo de odor em flores da orquidea

C. uncatum.

4. CONCLUSAO
Nos cartuchos utilizados neste estudo, a 1d de vidro adicionada as extremidades do

cartucho, logo ap0s as perolas de vidro, conferiu maior estruturacéo ao cartucho e durabilidade
e evitou o surgimento de artefatos ap6s 0 uso continuo por muitas horas.

Com este estudo foi possivel observar que alguns parametros influenciam fortemente os
resultados da extracao, tal como o tempo de coleta dos volateis. Nesse sentido, é de extrema
importancia o conhecimento da espécie a ser estudada para o adequado ajuste das condi¢des de
extracdo. Assim, para especies com inflorescéncia contendo muitas flores e com grande

intensidade de liberacdo de odor é possivel usar um tempo mais curto de analise, enquanto que
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para espécies cujas flores sdo isoladas ou que liberam pouca quantidade de odor é necessario
aumentar o tempo de extracdo para a adequada concentracdo de volateis.

O cartucho montado no presente estudo e o sistema de extracdo por HSD mostraram
adequada sensibilidade, pois detectaram as variagdes no perfil do odor de D. nobile ao longo
das horas de estudo.

A emissdo dos volateis florais pela espécie D. nobile mostrou um padréo de variacéo
temporal bem definido, com maior predominancia de producéo volatil nas primeiras horas do
dia (7 as 12h). Na média, os volateis liberados pela orquidea foram muito mais pronunciados
no periodo da manhd em comparagdo com a tarde.

Quatro substancias majoritarias sdo liberadas pela orquidea em maior concentragao:
limoneno, (E,E)-farneseno, (E)-cariofileno e (E)-B-ocimeno. Juntas, estas substancias
correspondem de 44,8 a 73% de todo o odor liberado, independente do horéario investigado.
Contudo, a substancia (E)-B-ocimeno é liberada em elevada concentracdo somente pela manhd,
e sua liberacdo é cessada por completo a partir de 12h. Isso sugere que esta substancia pode ter

importancia ecoldgica para esta orquidea.
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Capitulo 3

Ecologia Quimica do odor floral e da composicao de
acucares do néctar em Temnadenia odorifera
(Apocynaceae).

Figura 31 - Flores de Temnadenia
odorifera. Foto: Rafael F. Silva
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1 INTRODUCAO
O sucesso reprodutivo de plantas que dependem de vetores bioticos para fluxo de polen

esta relacionado com a eficiéncia da atracdo de insetos (KLATT, 2013; FILELLA, 2013). A
atracéo de insetos, para fins de polinizagdo, envolve o uso de diferentes sinais olfativos e visuais
pela flor, que, em contrapartida, oferece recursos como recompensa pelo servico de
transferéncia de polen (DOTTERL, 2014). A relagdo entre planta e polinizador geralmente é
benéfica para ambos. Enquanto os insetos movem pélen de uma flor para outra promovendo
polinizacdo cruzada e, com isso, garantindo o sucesso reprodutivo, recebem recompensas
florais pelo seu servico (BARRETT, 2003). Os servicos sdo recompensados atraves da oferta

de recursos como néctar, pélen, 6leo floral e resina (AGOSTINI et al. 2014).

Considerando que a necessidade alimentar dos insetos polinizadores € a responsavel
pela maioria das visitas, o néctar € um dos principais alimentos disponibilizados pelas flores
(HEIL, 2011). A composicdo quimica do néctar floral pode variar, mas, em geral, € uma
secrecdo aquosa doce constituida principalmente pelos carboidratos sacarose, glicose e frutose,
cuja proporcao relativa determina o espectro de consumidores, ja que os insetos diferem nas
necessidades nutritivas (AGOSTINI et al., 2014). Borboletas e abelhas grandes, por exemplo,
preferem néctar rico em sacarose (BAKER; BAKER, 1990).

Dentre os sinais sensoriais utilizados pelas flores para promover seus recursos, aspectos
visuais e fragréncia estdo entre os mais importantes (SCHIEST; JOHNSON, 2012) embora,
historicamente, os sinais visuais emitidos pelas flores (cor e morfologia, por exemplo) tenham
sido supervalorizados em detrimento do odor floral (RAGUSO, 2008). No entanto, varios
estudos consolidaram o entendimento de que a complexa interacdo planta-inseto em algumas
plantas é principalmente mediada por uma combinacao das pistas visuais e olfativas (RAGUSO;
WILLIS, 2005; LEONARD; MASEK, 2014; CARVALHO, 2014; BURGER et al., 2010).
Entretanto, o odor floral frequentemente constitui a base sobre a qual os polinizadores realizam
as escolhas florais (RAGUSO, 2004b; KLATT et al., 2013).

O odor floral é constituido por uma mistura complexa de substancias organicas volateis,
que pode ser liberada por diferentes partes da flor (RAGUSO, 2004B; BALAO, 2011).
Terpenos, derivados de acidos graxos e benzenoides constituem as trés classes mais comuns de
volateis florais. A diversidade quimica dos volateis na natureza contribui para a versatilidade
desse canal de comunicagdo (KNUDSEN, 2006). Embora algumas flores utilizem compostos

muito incomuns na atragdo de seus insetos polinizadores, muitas plantas emitem volateis florais
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comuns, que podem tornar as flores potencialmente atraentes para uma faixa mais ampla de

insetos polinizadores além, é claro, de insetos antagonistas (DOBSON, 2006).

Diferentes estudos mostraram que as abelhas sdo capazes de detectar polen e néctar
através do odor e que também sdo capazes de detectar flores recém-visitadas (RAGUSO, 2004a;
GOULSON, 1998). Além disso, tanto insetos poliléticos, quanto oligoléticos, utilizam o odor
para reconhecimento de recurso floral (MILET-PINHEIRO et al., 2012; BURGER et al., 2013).
Ademais, alguns estudos mostraram que as flores concentram a liberagdo de fragrancia no
periodo de maior frequéncia de visitacdo dos polinizadores, uma estratégia para aumentar a
atratividade em horéario oportuno e, a0 mesmo tempo, poupar esforgo energético
(RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011).

Assim, tendo em vista que a relacdo entre planta e polinizador é baseada na emisséo de
compostos volateis e na producdo de recurso como recompensa (PARACHNOWITSCH,;
MANSON, 2015), o estudo da quimica do odor floral e da composicao de acUcares do néctar é
primordial para entender os mecanismos utilizados pelas plantas para aumentar seu sucesso

reprodutivo.

No caso da familia Apocynaceae, 0s mecanismos de polinizagdo sdo conhecidos por
serem complexos e distintos entre suas subfamilias, em parte devido a complexidade e
diversidade de morfologias florais encontradas entre as subfamilias. A diversidade de padrdes
de fragrancias florais encontrados na familia Apocynaceae se soma a complexidade dos
mecanismos florais. Varios avancos foram feitos para determinar possiveis associagdes entre o
perfil volatil de uma flor e o tipo de polinizador. O conhecimento da quimica do odor ¢ essencial
para indicar possiveis evolucBes convergentes ou divergentes (OLLERTON et al., 2018;
DOTTERL; VEREECKEN, 2010).

Desde que Knudsen et al. (2006) publicaram sua extensa e sistematica compilacédo de
compostos organicos volateis extraidos exclusivamente do headspace floral de variadas
familias botanicas, muito progresso tem sido feito em relagcdo ao conhecimento da quimica do
odor floral de espécies da familia Apocynaceae. No entanto, praticamente todo o esforgo
dedicado ao conhecimento da composi¢do quimica do odor floral das espécies desta familia foi
direcionado para as subfamilias Asclepiadoideae e Rauvolfioideae. De todas as espécies da
familia Apocynaceae que tiveram seu odor floral estudado por técnicas de headspace, 98,2%
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(55 espécies) pertencem as subfamilias Asclepiadoideae e Rauvolfioideae (HEIDUK et al.,
2010, 2017; JURGENS et al., 2006, 2008, 2010).

Para a subfamilia Apocynoideae, entretanto, a composi¢do quimica do odor floral do
headspace foi descrita até 0 momento para apenas uma espécie. Além disso, nenhum estudo foi
encontrado relacionado a sua ecologia quimica. O mecanismo de polinizacdo das espécies da
familia Apocynoideae € distinto da familia Asclepiadoideae, bem como a descri¢cdo do odor
olfativo é conhecida por ser distinta, indicando que essas subfamilias possuem diferentes
padrdes de fragrancia. E comum, por exemplo, encontrar espécies da familia Asclepiadoideae
com odor levemente putrido, fétido, parecido com urina e pungente, enquanto esse perfil de
fragrancia ndo é comumente encontrado na subfamilia Apocynoideae. Jurgens et al. (2006,
2008, 2010) que estudaram mais de 40 espécies da subfamilia Asclepiadoideae nos ultimos 12
anos, ressaltam a importancia de avancar os estudos sobre a quimica de fragrancias florais para
outras subfamilias e assim aumentar o conhecimento sobre a diversidade quimica do odor floral

das Apocynaceae e suas possiveis funcdes dentro da relacdo planta-polinizador.

Temnadenia odorifera (Vell.) JF Morales pertence a subfamilia Apocynoideae, e pode
ser considerada como um sistema favoravel para a exploracdo da quimica floral e suas possiveis
funcBes em relacdo as interacdes planta-visitante floral, uma vez que esta espécie possui um
mecanismo de polinizacdo semelhante a outras espécies de Apocynoideae, além de ter um
tempo de antese e uma quantidade de emissdo volatil que permitem, com certa facilidade,
estudar a quimica dos volateis e do néctar com as técnicas analiticas comumente recomendadas
para a area de quimica floral. T. odorifera é uma espécie endémica da Mata Atlantica brasileira;
especificamente, ela ocorre em vegetacao de Restinga, um termo usado para se referir a arbustos
baixos e florestas que sdo estabelecidas em areas arenosas ao longo do litoral brasileiro
(MORALES, 2005; ENDRESS et al., 2014).

Sobre o aspecto de sua ocorréncia, € importante ressaltar que as areas de Restinga
ocorrem em bioma de Mata Atlantica que, por sua vez, é considerada area prioritaria de
preservacao devido a sua alta concentracéo de plantas endémicas e o risco que este bioma vem
sofrendo pela acdo antropica; por conta destas caracteristicas a Mata Atlantica é classificada
como um dos mais importantes hotspots de biodiversidade do mundo (MYERS et al., 2000;
RIBEIRO et al., 2011). Nesse sentido, o0 estudo desta espécie pode contribuir com informacdes

relevantes que reforcem a necessidade da preservacdo do bioma Mata Atlantica.
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Como primeiro passo para 0 entendimento da quimica envolvida na ecologia da
visitacdo floral de T. odorifera e para ampliar nosso conhecimento sobre a diversidade de
volateis produzidos pela subfamilia Apocynoideae (Apocynaceae), este estudo teve como
objetivo responder as seguintes questdes: (1) Quais compostos volateis sdo emitidos pelas flores
e néctar desta espécie in vivo? (2) Qual é o padrdo temporal de emisséo de odores e sua relacao
com a visitacdo de insetos? (3) Qual é a composicdo de aglcar do néctar e sua relagdo com o

espectro de visitantes florais?

Para abordar as questdes supracitadas, realizou-se uma analise sistematica do aroma das
flores de T. odorifera usando o headspace dindmico in situ, analisando a composicao do agtcar
do néctar usando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ademais, foram realizados bioensaios

comportamentais em campo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material vegetal

O estudo realizado com a espécie T. odorifera foi conduzido em duas diferentes
localidades: Area 1 — municipio de Quissama, proximo & praia do Visgueiro, no estado do Rio
de Janeiro (22° 11'27"S, 41° 25' 33.5" W) em uma area de vegetacdo de Restinga; Area 2 —
Horto botanico do Museu Nacional, Universidade Federal do Rio de Janeiro. UFRJ) com
plantas cultivadas (Figura 32). As etapas que serdo descritas a seguir foram desenvolvidas ora
no Local 1 e ora no Local 2, ou em ambos de acordo com a logistica do experimento. Em cada
caso, a area do estudo serd indicada.

Em cumprimento a Lei 13.123, de 20 de maio de 2015, o0 acesso ao patriménio genético
de Temnadenia odorifera foi cadastrado no SISGEN sob n°® A5AA808. Uma amostra foi

depositada como exsicata no herbario do Museu Nacional e esta registrada sob n° R - 233.088.
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Figura 32 - Mapa com a indicacdo das areas de amostragem dos estudos realizados com T.
odorifera. Autor: Geografo Leonardo S. Pereira.

2.2 Coleta de volateis para analise da variacédo temporal da emissédo de odor floral
O odor floral foi coletado usando a técnica de headspace dindmico, baseada em Kaiser

(2000) e Raguso e Pellmyr (1998). O sistema de extracdo utilizado no estudo foi desenvolvido
no proprio laboratorio (capitulo 2 desta tese).

No procedimento de extracdo, a inflorescéncia inteira contendo apenas flores em antese
foi ensacada em uma sacola de polietileno (15 cm X 25 cm) para isola-la do ambiente externo
e minimizar eventuais contaminacdes. Os volateis emitidos foram capturados em um cartucho,
consistindo de um microtubo de vidro (2 cm de comprimento; 1 mm de diametro interno),
aberto nas duas extremidades, contendo 3 mg de adsorvente polimérico poroso (Porapak Q®,
80-100 mesh, Sigma-Aldrich Canada, Oakville, Ontario, Canada), limpo previamente com 150
uL de hexano antes de cada extracdo. O adsorvente foi contido nos microtubos por meio de 1a

e pérolas de vidro.
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Os volateis emitidos pela planta foram forgados a passar através do cartucho contendo
adsorvente por meio de uma bomba de vacuo conectada ao sistema, com vazdo de 200 mL min-
! verificada com rotdmetro. Uma segunda bomba com fluxo positivo foi conectada no lado
oposto a bomba de vécuo. Este ar de entrada foi filtrado com um cartucho de carvao ativo (30
mg), previamente limpo com 2 mL de hexano e seco por 30 minutos em estufa.

Apos cada extragdo, o cartucho adsorvente foi eluido com 50 pulL de hexano (Absol.
99,5%, Tedia, Sao Paulo, Brasil) e, logo em seguida, adicionou-se ao eluato obtido uma aliquota
de 2 pL de solucdo de n-octadecano (4 mg mL™) como padrdo interno. Apos adicio de padrio
interno, o eluato foi transferido a uma microampola, selada com magarico e armazenada sob
baixa temperatura (-16 °C) até a analise.

Para detectar eventuais contaminantes, foram realizadas extragdes-controle, nas quais o
mesmo procedimento acima descrito foi realizado, contudo, com a sacola vazia.

O namero de flores em cada dia de extracdo variou entre uma e trés flores, conforme a
disponibilidade de flores abertas. Contudo, a quantificacdo dos volateis foi normalizada por
massa de flor seca. As flores foram secas em estufa a 40 °C até massa constante. As
inflorescéncias em fase de pré-antese foram ensacadas e 0s sacos mantidos até o inicio do
experimento. A composi¢do quimica do odor floral foi avaliada a partir da extragdo nos anos
de 2016 e 2017, ambos no més de janeiro.

Para avaliar a variagdo temporal da emissdo de volateis, o odor floral foi amostrado por
3 horas, em trés periodos do dia: 9-12h, 12-15h e 15-18h. A amostragem foi repetida por 6 dias

nao consecutivos.

2.3 Coleta de volateis de flores em senescéncia
O odor de flores de T. odorifera no periodo de senescéncia tambem foi extraido

utilizando-se o mesmo procedimento acima descrito, para comparacgéo com o perfil volatil do
periodo de antese. A extracdo foi realizada a partir das 9 horas da manh@, 27 horas ap6s o inicio

da antese, que se deu na manha do dia anterior.

2.4 Analise quimica do odor floral coletado
Uma aliquota de 2 pLL de cada amostra foi injetada, em modo sem divisdo de fluxo, em

um cromatografo a gas, Agilent modelo 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, USA)
equipado com uma coluna capilar com fase HP-5MS (5% fenil-metilpolisiloxano; 30 m X 0,25
mm X 0,25 um), usando hidrogénio como gas carreador sob fluxo de 1 mL min. O injetor foi
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mantido a 250 °C e o detector de ioniza¢do por chama (DIC) mantido a 280 °C. O forno
cromatografico teve sua temperatura programada de 40 °C (por 5 min) a 240 °C, a uma taxa de
aquecimento de 3 °C min.

A quantidade de cada composto foi calculada por meio da relagdo entre a &rea absoluta
do padrdo interno e a area de cada substancia em andlise e corrigida pelo fator de resposta da
classe quimica a qual pertence a substancia. A quantidade de cada composto foi expressa como

concentracdo em ng g™ de flor seca, de acordo com a equagio abaixo:

Cvr = [(AAVF/ AAp.) x Cpi. X FRR]/Mtior

onde Cvr é a concentragio, expressa como ng g de flor seca, de um dado composto
volatil sob analise, AAvr € a area absoluta do sinal do volatil floral, AAy.i é a area
absoluta do sinal do padréo interno (n-octadecano) e Msor € @ massa em g das flores
usadas na amostragem. FRR € o fator de resposta relativo da classe a qual pertence

o volatil floral sob analise.

As amostras também foram analisadas por cromatografia em fase gasosa com detec¢do
por espectrometria de massas (CG-EM), onde foi utilizado um equipamento Agilent modelo
6890N equipado com um detector de massas 5973N e uma coluna capilar com fase HP-5MS
(5% fenil-metilpolisiloxano; 30 m X 0,25 mm X 0,25 um). Hélio foi usado como gas carreador
(1 mL min'). O detector de massas foi operado em modo de ionizagéo eletrénica (70 eV), com
3,15 varreduras/segundo, com faixa de massas de 40 a 450 u. A linha de transferéncia foi
mantida em 260 °C, fonte de ions em 230 °C e o analisador (quadrupolo) a 150 °C. O programa

de temperatura e as condi¢des de injecao foram as mesmas usadas em CG-DIC.

2.5 Calculo do Fator de Resposta Relativo
Os fatores de resposta foram calculados para 5 diferentes classes de volateis que

ocorrem no odor floral de T. odorifera. Para calcular o fator de resposta de uma determinada
classe quimica, substancias volateis representativas (mais de duas, quando possivel) foram
diluidas em hexano, em quatro diferentes concentrag@es (0,04, 0,08, 0,16 € 0,4 mg mL™?). Uma
aliquota de 0,20 mg mL-1 de n-octadecano foi adicionada em todas as solucdes. As solugdes
obtidas foram injetadas em CG-DIC, em triplicata. Apos inje¢do, uma curva de calibracéo foi

construida para cada uma das substancias representativas, baseada na razao entre area do padréo
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interno e &rea do analito de referéncia VS. razdo entre concentragdo do padrdo interno e

concentracdo do analito de referéncia (MAGGI et al., 2010). A férmula usada foi

FRR = Cc.r./[(AAc.r./AAp.i.)] X Cp.i.

Onde FRR é o Fator de Resposta Relativo de uma dada classe quimica, Cc.r. é a
concentracdo do composto padrdo, representativo de uma classe quimica (por
exemplo, salicilato de metila e benzoato de etila para ésteres aromaticos), AAc.r. é
a area absoluta do composto representativo, AAp.i. € a area absoluta do n-

octadecano e Cp.i. € a sua concentracéo.

As substancias representativas usadas para o célculo do FRR de cada classe foram
limoneno, a-pineno e y-terpineno (monoterpenos); linalol, carvona e a-terpineol (monoterpenos
oxigenados); (E)-cariofileno e a-humuleno (sesquiterpenos); 3-octanona e acetofenona
(cetonas); (E)-cinamaldeido e benzaldeido (aldeidos); salicilato de metila e benzoato de etila

(ésteres); decanol e 3-metil-2-decanol (alcodis alifaticos).

2.6 Coleta de volateis do nectar e analise cromatografica (CG-EM)
A fim de coletar o odor proveniente exclusivamente do néctar, os volateis foram

extraidos por meio da técnica de microextracdo em fase sélida (MEFS). Uma fibra contendo
divinilbenzeno/carboxeno/polidimitilsiloxano (DVB/CAR/PDMS; 50/30 um, Supelco,

Ontario) foi utilizada e ativada previamente conforme instrucdes do fabricante.

Para a extracdo, 50 pL de néctar puro proveniente de flores do Local 1 foram
transferidos para um frasco de 1,5 mL e selado com tampa contendo septo de PTFE, que por
sua vez foi submetido a temperatura de 40 °C por 40 min. Apds o tempo de equilibrio, a fibra
de MEFS foi exposta ao headspace do néctar por 30 min., tempo no qual os analitos disponiveis
no headspace foram extraidos pela fibra. Apds o tempo de extracdo, a fibra foi recolhida e, logo
em seguida, introduzida no injetor cromatografico por 3 min para a dessorc¢ao e andlise dos

analitos extraidos.

A andlise foi realizada por meio de cromatografia em fase gasosa com deteccdo por

espectrometria de massas com o método de anélise seletiva de ions (CG-EM/SIM); os ions
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programados para 0 modo SIM foram aqueles comuns as substancias detectadas no headspace
das flores de T. odorifera e descritas na Tabela 7. A analise dos volateis extraidos pela fibra de
MEFS foi realizada em cromatdgrafo a gas modelo 7890A equipado com um detector de massas
Agilent 5975C. Uma coluna capilar HP-5MS (5% fenil-metilpolisiloxano; 30 m x 0.25 mm x
0.25 um) de silica fundida foi utilizada. Gas hélio foi usado como gés de arraste com um fluxo
de 1,0 mL/minuto. O detector de massas foi operado no modo ionizacéo eletrénica (70 eV). A
linha de transferéncia foi mantida em 260 °C, fonte de ions 230 °C e o analisador 150°C. O
forno cromatogréfico foi programado de 40 °C (5 min.) a 240 °C em 3 °C/min. A fibra de MEFS
foi exposta no injetor a 250°C no modo sem divisdo de fluxo. No injetor cromatogréfico foi
utilizado encamisamento de vidro (liner) de 0,75 mm de diametro interno, proprio para analises

com MEFS. O procedimento de extracdo e analise cromatografica foi realizado em triplicata.

2.7 ldentificacéo dos voléteis
Em todos os casos supracitados, a identificagdo dos compostos volateis foi realizada por

meio da comparacdo de seus espectros de massas com aqueles disponiveis na biblioteca Wiley
Registry of Mass Spectral Data, em conjunto com o seu indice de retencdo linear, e em
comparagdo com a literatura. Os indices de retencdo linear foram calculados conforme Van Den
Dool e Kratz (1963), a partir dos tempos de retencdo de uma série homdloga de n-alcanos (C--
Cos), injetados nas mesmas condigdes supracitadas. Além disso, a identificacdo de alguns
compostos presentes no odor floral de T. odorifera foi confirmada com a injecdo de padrdes

auténticos nas mesmas condi¢des cromatogréaficas.

2.8 Coleta do néctar
O néctar foi amostrado de duas localidades: (1) flores de uma populacdo natural

localizada na Reserva Nacional da Restinga de Jurubatiba, no municipio de Quissama, na
comunidade da praia do Visgueiro, em janeiro de 2017 (Local 1); (2) flores de individuos
cultivados no jardim do Horto Botanico do Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, localizado no bairro de Séo Cristovéo, na cidade do Rio de Janeiro, em janeiro de 2016
(Local 2). Em ambos os casos, o néctar foi coletado com uma seringa de 10 uL (Hamilton),
transferido para um frasco de 1 mL com redutor de volume de 100 uL e armazenado em baixa
temperatura (-16 °C) até a analise.

As flores provenientes de plantas nativas (Local 1) foram ensacadas no dia anterior ao
inicio da antese para evitar o consumo de néctar por visitantes florais em forrageio. As flores
cultivadas (Local 2) foram ensacadas previamente a coleta do néctar.
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2.9 Analise de agUcares do néctar
A analise de acgUcares do néctar foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE), em um sistema Shimadzu CLAE LC-20AD 19777 (Kyoto, Japdo) com
detector de indice de refracdo. O preparo da amostra para injecdo consistiu da diluicdo de
aliquota de amostra de néctar de flores individuais em fase mdvel, em uma razdo 1:9 (10 uL de
néctar em 90 uL de fase movel), sendo a fase mével constituida de solugdo H.SOs (1ImM),
preparada em agua ultra pura (Milli-Q® Millipore Corporation, Burlington, USA). A separagéo
dos acucares foi alcangada por meio da injecdo de 5 uL de amostra em uma coluna Aminex
HPX-87H (150 mm x 7,8 mm; 9 um, Bio Rad, Hercules, USA), em modo isocratico. Um fluxo
de 0,7 mL min de fase mdvel (H,SO4 1mM) e 7 min de corrida total foram suficientes para a
separagéo.

O método acima descrito foi validado quanto a precisao, reprodutibilidade, seletividade,
linearidade, limite de deteccéo e limite de quantificacdo. Para verificar a seletividade, o efeito
matriz foi investigado para a sacarose, glicose e frutose por meio da comparacao de suas curvas
em solucdo aquosa e em matriz (solucdo aquosa de néctar). Apos a determinacéo de efeito
matriz, a linearidade foi avaliada por meio do test de Grubb e homocedasticidade pelo teste de
Cochran.

As curvas de calibracdo foram construidas por meio da injecdo de solucdes aquosas dos
acucares nas concentragdes de 1, 5, 10, 20 e 40 mg mL™ para a sacarose e 1, 5, 10, 15 e 20 mg
mL* para as hexoses. As injecGes foram realizadas em triplicata.

A acurdcia foi determinada por meio da recuperacdo dos agUcares e a precisdo por meio
da repetibilidade. LOQ e LOD foram determinados por meio da injecdo dos acUcares até que a
razdo sinal/ruido fosse igual a 3 e 10, respectivamente (TINOCO et al., 2016; DUARTE-
DELGADO et al., 2015).

2.10 Bioensaios comportamentais in situ com flores artificiais e 0 composto sintético
majoritario de T. odorifera
Para avaliar se o composto majoritario (2-feniletanol) presente no odor floral de T.

odorifera possui funcdo atrativa aos insetos visitantes, foram realizados bioensaios
comportamentais em uma area de Restinga do municipio de Quissama (area 1, Figura 32).
Foram realizados trés diferentes bioensaios de dupla escolha no periodo de 9 a 12 de janeiro de
2017, de 6 as 10h.
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No bioensaio 1 foi usado um disco circular de papel de filtro analitico, no bioensaio 2
foi usado um disco circular colorido de um tom préximo a flor natural. Nestes bioensaios, foi
adicionada a cada 20 min uma aliquota de solucdo de 2-feniletanol equivalente ao que é liberada
por 15 flores por hora. No bioensaio 3 foi adicionada a flor artificial 3 uL de padrédo puro de 2-
feniletanol a cada 20 min. Em cada bioensaio, foram usadas flores artificiais perfumadas com
0 composto sintético e flores artificiais controle, nas quais eram adicionadas apenas 0 mesmo
volume de solvente que foi usado para a diluicdo do composto teste. A plataforma de pouso das
flores artificiais usadas nos bioensaios tinha o tamanho da corola da flor natural.

Considerando que a busca e a escolha de flores por insetos séo processos complexos e
envolvem varias etapas, procuramos na observacgéo das flores durante os bioensaios contabilizar
como resposta comportamental positiva tanto abordagens quanto pousos. Sendo a abordagem
0 ato de um inseto se aproximar da flor sintética a uma distancia, por volta, de 5 cm por, pelo
menos, 2 segundos, mas nao efetivar pouso; e pouso o ato de um inseto efetivar aterrissagem
apos uma abordagem (MILET-PINHEIRO et al. 2012; LARUE; RAGUSO; JUNKER, 2016).

2.11 Anélise estatistica
A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio do software Statistica 7.0 (Statsoft,

América do Sul), aplicando a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para

diferencas entre médias com 5% de nivel de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Composigéo e variagéo temporal do odor

No odor das flores da espécie T. odorifera foram identificados um total de 23 compostos
volateis, incluindo monoterpenos (6), monoterpenos oxigenados (2), sesquiterpeno (1) e
fenilpropanoides e benzenoides (11). Os compostos estdo listados na Tabela 7 em ordem de
eluicdo. Independentemente do periodo de antese, a fragrancia floral foi dominada por alguns
compostos, e apenas onze deles (fenilpropanoides/benzenoides) compreenderam entre 66,2 e
83,0% da fragrancia floral. Os perfis do odor floral diferiram significativamente entre os
diferentes periodos de antese investigados. Os periodos avaliados foram selecionados para
estudo em funcdo do conhecimento prévio a respeito do inicio da antese, de sua duragéo e da
frequéncia de visitagdo dos insetos as flores de T. odorifera (KOSCHNIZTKE; SILVA,
ALVES, 2011). A taxa absoluta de emissdo de odor floral foi maior durante o periodo

compreendido entre 9 e 12h. Além disso, 2-feniletanol (Figura 33) e o alcool (E)-cinamilico
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foram emitidos em taxas maiores do que outros compostos somados em qualquer hora da

antese. O Apéndice 2B traz as estruturas quimicas das substancias presentes no odor das flores

.,

Figura 33 - 2-feniletanol.

de T. odorifera.

A analise da composicdo quimica volatil de T. odorifera no periodo de senescéncia
revelou que as flores continuam a liberar volateis, embora numa concentracdo baixa e em menor
diversidade comparada ao periodo de antese (Tabela 7).

A quantidade total de odor emitido pelas flores variou significativamente (F210=78,944,
p = 1,24 x 107) ao longo da antese. Quando as médias das emissdes dos trés periodos
investigados foram comparadas, verificou-se diferenca significativa (Teste de Tukey—Kramer,

p < 0,05) entre os trés periodos da antese (Figura 34).

12000

10000 -

8000

6000

4000

ng de odor g de flor seca

2000

E £l Média
0 : T MédiatDP

9-12h 12-15h 15-18h

Figura 34 - Comparagéo entre a intensidade da emissdo da fragrancia floral de T. odorifera em
trés periodos da antese.
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3.2 Volateis emitidos pelo néctar
Oito substancias volateis foram detectadas no néctar de T. odorifera. Os compostos

estdo listados na Tabela 7. Os volateis do néctar estdo presentes em baixa concentracdo, em
nivel traco, ja que ndao foram detectados por analise de varredura total de ions (modo SCAN;
CG-EM) e apenas no modo de andlise seletiva de ions (modo SIM; CG-EM), modo de analise
cromatografica comumente empregada em analise de tracos, por ser mais sensivel. Os
compostos encontrados foram dois terpenos, dois alcodis aromaticos, dois ésteres aromaticos e
um aldeido aromatico, sendo, respectivamente, p-Cimeno, limoneno, a-copaeno, alcool
benzilico, 2-feniletanol, benzoato de etila, salicilato de metila e fenilacetaldeido acetaldeido
benzénico.

Os néctares florais sdo constituidos por uma solucdo aquosa de agucares, sendo 0s mais
frequentes a sacarose, a glicose e a frutose. Além destes aclcares, pode ser encontrado com
frequéncia um amplo espectro de outros metabolitos minoritarios, como aminoécidos, lipideos
e compostos organicos volateis. Estes Gltimos, no entanto, sdo frequentemente negligenciados
em estudos de quimica do néctar. Raguso (2004) verificou, por exemplo, que de 127 estudos
dedicados a quimica do néctar entre os anos de 1993 e 2003, apenas um abordava diretamente
a analise de odor do nectar. Contudo, alguns estudos vém demonstrando a importancia de
considerar o estudo dos néectares perfumados em alguns contextos de polinizacdo (KESSLER;
BALDWIN, 2006; PARACHNOWITSCH et al., 2013; HOWELL; ALARCON, 2007).

No presente estudo, das oito substancias detectadas no néctar de T. odorifera, cinco
foram encontradas também no odor floral e trés foram encontradas exclusivamente no néctar
(benzoato de etila, salicilato de metila e a-copaeno), o que sugere que estas ultimas tenham sido
secretadas diretamente no néctar. Uma possivel explicacdo de estas substancias estarem
presentes apenas no néctar poderia ser uma estratégia de diferenciacdo espacial para servir
como guia de néctar aos seus polinizadores, tal como foi sugerido por Détterl e Jurgens (2005)
para o caso da diferenca espacial da fragrancia floral da espécie Silene latifolia. Resultado
similar foi encontrado por Balao et al. (2011) ao estudar o odor do néctar e outras partes florais
de Dianthus inoxianus. A respeito disto, & importante considerar que as substancias salicilato
de metila e benzoato de etila, encontradas unicamente no néctar de T. odorifera, mas ndo em
seu odor floral, sdo conhecidas por sua atratividade de abelhas (Ddétterl e Vereecken 2010;
Schiestl e Roubik 2003), sendo inclusive usadas como isca para captura em estudos
entomolodgicos (Ferreira et al. 2011). No caso de T. odorifera, a espécie € visitada mais

frequentemente por abelhas Euglossini como observado por Koschniztke, Silva e Alves (2011).
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Além disso, a presenca de odor no néctar pode servir para 0s insetos como um sinal
honesto da presenca de recurso, o que diminui o0 tempo de procura e evita pousos
desnecessarios. Howell e Alarcén (2007) demonstraram que abelhas do género Osmia sdo
capazes de detectar diretamente a presenca de néctar em flores de Penstemon caesius através
de sinais olfativos, evitando visitar flores cujo néctar foi esgotado.

Contudo, o odor no néctar pode apresentar outras fungdes ecoldgicas, tais como agentes
antimicrobianos, além de poder servir também como repelente a insetos que ndo sdo
polinizadores efetivos (RAGUSO, 2004a). Kessler e Baldwin (2006), por exemplo,
encontraram 16 substancias volateis no néctar de Nicotiana attenuata e, ap6s serem submetidas
a bioensaios comportamentais com trés grupos de visitantes florais, observaram que as
substancias detectadas no néctar apresentaram influéncia comportamental diferente conforme
0 visitante em estudo. Assim, enquanto limoneno, linalol e ésteres aromaticos se mostraram
repelentes as espécies de beija-flor Archilochus alexandri e Selasphorus rufus, alcodis
aromaticos se mostraram atraentes. J4 os ésteres aromaticos benzoato de metila, benzoato de
etila e salicilato de metila influenciaram atrativamente o comportamento da espécie de mariposa
Manduca sexta.

Como ja mencionado, apenas trés substancias foram encontradas exclusivamente no
néctar de T. odorifera, o que pode levar a um questionamento sobre a origem das demais
substancias. A hipotese mais simples, segundo Raguso (2004), que explica como o néctar se
torna perfumado, reside no fato de que volateis liberados por tecidos florais préximos ao néctar
podem ser parcialmente solubilizados no meio aquoso. Para o caso da espéecie T. odorifera, essa
hipdtese é especialmente plausivel quando se considera que as cinco substancias volateis
encontradas tanto no néctar quanto no odor floral sdo de natureza soltvel em solugdo aquosa,
como demonstrado por Weidenhamer et al. (1993). Entretanto, uma possivel solubiliza¢do nédo
intencional ndo excluiria a possibilidade dos visitantes florais de T. odorifera fazerem uso do
odor encontrado no néctar para diferenciar flores que contenham recurso daquelas que estéo
esgotadas, ja que abelhas, por exemplo, apresentam capacidade de aprender diferentes padroes
de odor e fazer uso da aprendizagem para reconhecimento e localizacdo de recurso floral
(BURGER et al., 2010, MILET-PINHEIRO, 2012, KOMISCHKE et al., 2002).
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Tabela 7 - Taxa de emissdao dos compostos volateis das flores de Temnadenia odorifera em diferentes horarios da antese.

Média * desvio padrdo; n=5; ng g de flor seca.

Composto LRI2 LRIP 9a12hd 12 a 15 hd 15t018 hd ¢Senescéncia "Nectar
Quantidade total 10232,7 5085,7 620,2
(ng/g de flor seca)
1 a-pineno® 933 932 396,9 + 83,0 189,5+ 116,0 64,2 + 33,9
2 benzaldeido® 960 952 21,0+£12,0
3 B-pineno 974 974 685,4+177,6 1785+ 126,5
4 mirceno 992 988 10,5+£9,9 76+93
5 n-decano 1002 1000 72+6,8 18,2+ 19,5
6 p-cimeno® 1024 1020 27,6 £ 255 29,5+455 ng ng
7 limoneno® 1026 1024 542 +129 167,6 + 2438 2,0+22 ng ng
8 alcool benzilico® 1035 1026 224,0 £ 82,7 97,7+78,5 12+05 ng
9 2-fenilacetaldeido 1042 1036 193,1+£58,1 233,1+383,0 28,2 +16,9 ng
10 (E)-B-ocimeno 1049 1044 211,6 £92,0 975+ 1417 26,2+ 15,8 ng
11 y-terpineno 1057 1054 nq nq
12 acetofenona 1065 1059 nq
13 linalol® 1096 1095 67,8 + 38,2 99,0 95+£99
14 nonanal® 1100 1100 125,3+1324 163,7 + 196,2 107,5 + 56,6
15 2-feniletanol® 1110 1106 5110,3+1194,9 1836,7 £ 502,5 219,3+1129 nq
16 canfora 1138 1141 20,1 +129 26,9+ 17,9
17 (2)-cinamaldeido 1217 1217 199+244 32,3+39,3
18 3-fenilpropanol 1230 1231 ng ng
19 (2)-alcool cinamilico 1261 1259 48,2 + 15,7 10,3+6,4
20 (E)-cinamaldeido® 1268 1267 118,1+ 78,4 1454 +212,1 162,0+ 73,2
21 3-fenilpropanoato de metila 1274 1277 ng
22 indol 1287 1290 nq
23 (E)-alcool cinamilico® 1308 1303 2762,5 +545,5 1406,6 + 716,3
24 (E,E)-a-farneseno 1505 1505 128,9 + 57,6 139,7 £ 98,8
Tabela 7. Taxa de emissdo dos compostos volateis das flores de Temnadenia odorifera em diferentes horarios da antese. Média + desvio padrdo; n=5; ng g * de flor seca. (continuagio)
25 benzoato de etila 1165 1169 nq
26 salicilato de metila 1187 1190 nq
27 a-copaeno 1371 1374 nq ng

IRL? = Indice de Retenco Linear experimental; IRL® = Indice de Retencéo Linear da literatura (Adams 2017);

ng = composto identificado, mas nio quantificado; ldentificacio confirmada com injecdo de padro; “n = 6; ®a extracéo foi realizada um dia ap6s o inicio da antese; ‘Os volateis foram extraidos por MEFS do néctar do

Local 1,

106



A quantidade total de odor emitido pelas flores de T. odorifera diminui
significativamente ao longo da antese, com maior liberacdo de manha. Resultados similares
foram encontrados por outros autores que estudaram a interacdo planta-inseto em espécies
polinizadas preferencialmente por abelhas (MILET-PINHEIRO et al., 2015, MILET-
PINHEIRO; SCHLINDWEIN, 2009), como é o caso da T. odorifera, mais frequentemente
visitada por abelhas Euglossini no periodo da manhd (KOSCHNIZTKE; SILVA; ALVES,
2013).

A maior emissao de odor floral por T. odorifera pela manha coincide com o periodo do
dia de maior visitacdo de insetos, 6 as 10h, caindo drasticamente apds as 11h (KOSCHNIZTKE;
SILVA, 2013). Segundo Dressler (1982), no periodo da manha as abelhas Euglossini estdo mais
ativas, quando partem, geralmente, em busca de recursos, como fragrancia ou néctar. Assim, a
convergéncia entre a maior emissao de odor com o periodo de maior atividade de polinizadores
seria uma estratégia para concentrar recursos energéticos quando a frequéncia de visitacdo as
flores é alta. Este mecanismo foi sugerido também por autores que estudaram outros sistemas
(MILET-PINHEIRO et al., 2015, FILELLA et al., 2013).

O odor floral de T. odorifera foi dominado por terpenos e fenilpropanoides/benzenoides.
Compostos dessas classes sdo comuns entre plantas polinizadas por abelhas e borboletas
(DOBSON, 2006), como é o caso da T. odorifera. Entre os volateis emitidos por T. odorifera,
varios sdo comprovadamente conhecidos por desencadear resposta comportamental positiva em
abelhas Euglossini (DOTTERL; VEREECKEN, 2010). Especificamente 0os compostos
mirceno, limoneno, linalol, salicilato de metila e (E,E)-a-farneseno séo detectados pelas antenas
da abelha Eulaema nigrita, polinizador mais eficiente de T. odorifera, quando submetidas a
deteccdo por eletroantenografia (CG-EAD) (MILET-PINHEIRO et al., 2015). Isto sugere que
a espécie T. odorifera tem usado estas substancias para atracdo desta espécie de abelha. E
importante salientar que o salicilato de metila foi encontrado apenas no néctar das flores de T.
odorifera, podendo, assim, ser usado como um sinal honesto de recurso.

Além das abelhas, T. odorifera €, com menor frequéncia, visitada por borboletas, e 0 2-
feniletanol € um dos compostos mais recorrentes em plantas polinizadas por borboletas e um
marcador importante, despertando uma resposta eletrofisioldégica em antenas de borboletas de
varias espécies, como em Inachis io, Aglais urticae e Gonepteryx rhamni. O composto 2-
feniletanol esta4 presente em grande proporcdo no odor floral de T. odorifera em todos os
periodos da antese investigada, o que pode ser considerado um sinal de atragdo para esse tipo

de inseto.
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No entanto, embora esse composto seja comumente associado a atragdo por borboletas,
Kobayashi et al. (2012) demonstraram as respostas eletrofisioldgicas do Apis mellifera a esse
composto. Além disso, o 2-feniletanol € muito comum em varias espécies do género Gongora
(Orchidaceae), que é reconhecido e polinizado por abelhas Euglossini. No entanto, pelo que
sabemos, ndo foram encontrados estudos eletrofisiologicos associandos a este composto com
as abelhas Euglossini estudos.

O segundo composto mais abundante no odor floral de T. odorifera, alcool (E)-
cinamilico, também provocou respostas eletrofisiolégicas em borboletas — Inachis io, Aglais
urticae e Gonepteryx rhamni.

Além de abelhas, a espécie T. odorifera é frequentemente visitada por borboletas. Em
relacdo a este tipo de visitante, € importante considerar que, segundo Andersson et al. (2002),
0 composto 2-feniletanol é um dos mais recorrentes em plantas polinizadas por borboletas,
sendo, portanto, um importante marcador. A substancia 2-feniletanol € o composto presente em
maior propor¢do no odor floral em qualquer periodo da antese investigado, o que pode ser
considerado um sinal de atracéo para este tipo de polinizador.

Como se pode observar na Tabela 8, varias substancias que perfazem o odor floral de T.
odorifera j& foram descritas em outros estudos como desencadeadoras de respostas

eletroantenograficas em diferentes espécies de abelhas e de borboletas.

Tabela 8 - Compostos majoritarios do odor floral de T. odorifera que despertam respostas
comportamentais ou eletroantenograficas em abelhas e borboletas.

Composto Espécies de abelha ou Referéncia
borboleta
2-feniletanol Gonepteryx rhamni® ANDERSSON, 2003
Inachis io®, SWANSON et al. 2009
©\/\ Aglais urticae®®, KOBAYASHI et al. 2012
OH  Apis mellifera L.2° MILET-PINHEIRO et al. 2013
Chelostoma rapunculi® ELTZ et al., 2005
Euglossa cognata® DOTTERL & VEREECKEN,
Euglossa imperialis?® 2010

Euglossa tridentata®”
Bombus terrestris®®
Andrena vaga®
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Bombus vosnesenskii®
Euglossa cognata?”
Euglossa imperialis?”
Euglossa tridentata
Bombus terrestris?®
Euglossa cybelia®

Apis mellifera?
Bombus vosnesenskii?®
Euglossa cognata?”
Euglossa imperialis?”
Euglossa tridentata?
Bombus terrestris?®
Euglossa cybelia®

Gonepteryx rhamni®
Inachis io,

Aglais urticae®®,
Apis melifera®

Apis mellifera L.2°

Gonepteryx rhamni®
Inachis io,

Aglais urticae®®,

Apis mellifera?®
Chelostoma rapunculi®

Chelostoma rapunculi®
Bombus vosnesenskii?®
Euglossa cognata®”
Euglossa imperialis?”
Euglossa tridentata?
Bombus terrestris?®

Peponapis pruinosa®

Eulaema nigrita®

Euglossa nanomelanotricha®

Euglossa carolina®
Andrena vaga®

BYERS et al. 2014
ELTZ et al., 2005
SCHIESTL & ROUBIK, 2003

KOBAYASHI et al., 2012
BYERS et al. 2014
ELTZ et al., 2005

ANDERSSON, 2003
SWANSON et al., 2009.
DOTTERL & VEREECKEN,
2010

ANDERSSON, 2003
MILET-PINHEIRO et al. 2013

MILET-PINHEIRO et al. 2013
BYERS et al. 2014
ELTZ et al., 2005

DOTTERL & VEREECKEN,
2010

MILET-PINHEIRO et al., 2015
DOTTERL & VEREECKEN,
2010

®jindica espécie de abelha

boindica espécie de borboleta
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3.3 Composicao e concentracdo de acUcares do néctar
A concentracdo e composicao de carboidratos do néctar estdo apresentadas na Tabela 9.

Os trés carboidratos mais comuns em néctar floral (LOTZ, 2006; BAKER; BAKER, 1983)
foram identificados no néctar de T. odorifera, sacarose, glicose e frutose. O néctar foi dominado
por sacarose em ambos os anos investigados, com uma concentracao percentual média variando
de 68,3 a 75,0% (25,4 a 43,9 mg mL™) do total de carboidratos (Tabela 9). As concentragdes
percentuais das hexoses glicose e frutose variaram, respectivamente, entre 14,1 a 12,4% e
12,6% a 17,6% (5,1 a 7,3 mg mL™' e 6,3 a 7,3 mg mL™, respectivamente). A razio entre as
concentracdes do dissacarideo e a soma das hexoses (r = sacarose/glicose + frutose; r = S/IG+F)
variou entre 2,3 e 3,04 em média (Tabela 9).

Os resultados dos parametros de validacdo avaliados estdo dispostos na Tabela 10. O
método de analise mostrou-se adequado a quantificacdo de sacarose, glicose e frutose.

As flores de T. odorifera apresentaram um néctar dominado por sacarose em ambos 0S
locais de coleta. Contudo, a concentracdo em mg mL ! deste dissacarideo variou entre 25,4 a
43,9, em média (One-way-anova, Tukey-Kramer test, p < 0,05). Ja as concentracGes das
hexoses ndo apresentaram diferenca significativa entre as flores dos locais investigados (One-
way-anova, Tukey-Kramer test, p < 0,05). Embora as concentragGes de sacarose tenham
variado significativamente entre as flores, em ambos os locais investigados, as concentracdes
foram muito altas, acima de 68,3 %, em comparagdo as somas de todos os carboidratos
presentes no néctar. Além disso, a razdo entre a concentragdo do dissacarideo e a soma das
hexoses (r = sacarose/glicose+frutose; r = S/G+F) se mostrou estatisticamente igual nas flores
dos locais investigados (one-way-anova, Tukey-Kramer test, p > 0,05).

A razdo entre os carboidratos do néctar (r = S/G+F) tem sido correlacionada as
necessidades fisioldgicas inerentes a cada grupo de polinizador (LOTZ; SCHONDUBE, 2006).
Assim, de acordo com Baker e Baker (1982, 1990), néctares dominados por sacarose, ou seja,
que apresentam r > 0,999, tem sido uma constante em flores polinizadas por borboletas, beija-
flores e abelhas grandes, como € o caso da espécie T. odorifera. De acordo com Koschnitzke,
Silva e Alves (2011), a espécie T. odorifera é visitada mais frequentemente pelas abelhas
Eulaema nigrita, E. cingulata e Euglossa cordata, sendo esta Ultima considerada polinizadora
efetiva, por deixar pélen na regido estigmatica apds o farrageio. Além destes visitantes, as

autoras observaram visitas de espécies de beija-flor e borboletas.
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Esses resultados estdo de acordo com estudos desenvolvidos em outras espécies
polinizadas por beija-flores e abelhas, como foi 0 caso descrito por Torres e Galetto (1998),
onde verificou-se que a espécie Mandevilla pentlandiana (Apocynaceae) apresenta néctar
dominado por sacarose (r = 1,4 a 2,9) e é mais frequentemente visitado por estes dois grupos
de polinizadores.

A correlagdo entre néctar dominado por sacarose e polinizacdo por abelhas e beija-flores
também foi encontrada por Perret et al. (2001), onde 42 de 45 espécies do género Sinningia
polinizadas por esses dois grupos de polinizadores apresentaram néctar dominado por sacarose,
em detrimento as hexoses. Outras familias com espécies polinizadas por abelhas de lingua longa
também apresentam néctar dominado por sacarose, como é o caso da familia Iridaceae
(GOLDBLATT; MANNING; BERNHARDT, 2001).

Tabela 9 - Concentracdo e composicao de acglcares do néctar das flores de T. odorifera.

Concentracdo (mg mL™?) Concentracdo % Razéo

n Sacarose Glicose Frutose Sacarose Glicose Frutose S/(G+F)

254 + 51+ 6,3+ 683+ 141+ 176+ 2,30 +

2016 11 6,8b 1,0c 1,2c 7,2 3,1 4,2 0,65d
43,9 + 7,3 7,3 124+ 126+ 3,04+
2017 5 4,1a +0,85¢c +0,85c 75+2/4 1,2 1,2 0,36d

Média + desvio padrao
one-way ANOVA, Fs, 147=360 p < 0,05

Letras diferentes indicam valores estatisticamente significativos através do teste Tukey.
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Tabela 10 - Parametros de validacéo para sacarose, glicose e frutose em CLAE-RI.

Parametro Sacarose Glicose Frutose
Linearidade
Niveis de
concentracdo
1,5, 10, 20, 40 1,5, 10, 15, 20 1,5, 10, 15, 20
(mg mL™")
0,9996 0,9975 0,9975

Coeficiente de

correlacdo (r)

Homocedasticidad

Homocedasticidad

Homocedasticidad

Teste de e e e
COCh ran Ccal = 0,55 Ccal = 0,52 Ccal = 0,61
Ciwp=0,68 Ciwp=0,68 Ciwp=10,68
Presente Ausente Ausente
Efeito matriz
ter=2,71 ter=1,30 tea=1,30
ttab = 2,05 ttab = 2,05 ttab = 2,05
LDQ (ng mL?) 1,0 0,6 0,6
LDD (ng mL?) 0,3 0,2 0,2
Exatidao
Média da
y 81,99 89,91 86,3
recuperacdo (%)
Precisédo
Reprodutibilidade
0,07-1,09 0,03-0,805 0,05-0,873
(%)

LDQ = Limite de quantificacdo; LDD = Limite de deteccéo

3.4 Bioensaios comportamentais in situ com flores artificiais e 0 composto sintético
majoritario de T. odorifera

A Figura 35 sintetiza os resultados alcancados com 0s bioensaios comportamentais
realizados em vegetacdo de Restinga do municipio de Quissama. Nas flores artificiais controle,
nas quais foi colocado apenas solvente, ndo houve abordagem ou pouso de nenhum inseto. Em
contraste, as flores artificiais impregnadas com 2-feniletanol (composto majoritério nas flores
de T. odorifera) foram abordadas por insetos visitantes. Como demonstra o grafico da Figura
35, 0 bioensaio da flor sintética F2 recebeu 7 abordagens de abelhas, das quais 3 abordagens de

Eulaema cingulata (Figura 36), 1 de Eulaema nigrita e 3 de Euglossa cordata.
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Figura 35 - Resultado dos bioensaios comportamentais considerando apenas abelhas. As
colunas vermelhas representam o resultado de abordagens as flores sintéticas impregnadas com
2-feniletanol. DB: disco de papel filtro branco; DR: Disco de papel filtro avermelhado; F1: flor
1; F2: flor 2.

Além de abordagens de abelhas, as flores artificiais também receberam abordagens de
outros tipos de insetos, tais como moscas e coledpteros (besouros). O grafico da Figura 37
mostra 0 nimero de abordagens considerando todos os insetos: abelhas, moscas, coleopteros e
outros himendpteros (vespas). A Figura 38 mostra um coledptero pousado na flor artificial
usada em bioensaio de &rea de Restinga.
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Figura 36 - Eulaema cingulata coletando néctar de flor de T. odorifera em Restinga de
Quissama/RJ. Fonte: Rafael F. Silva.
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Figura 37 - Resultado dos bioensaios comportamentais considerando as abordagens de todos
os insetos. As colunas vermelhas representam o resultado de abordagens as flores sintéticas
impregnadas com 2-feniletanol. DB: disco de papel filtro branco; DR: Disco de papel filtro
avermelhado; F1: flor 1; F2: flor 2.
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Figura 38 - Coleoptero € atraido por 2-feniletanol impregnado em flor artificial. Bioensaio de
campo realizado em &rea de Restinga.

Algumas revisdes tém alertado para o entendimento de que o odor floral pode ter vérias
funcBes dentro das relacdes ecoldgicas de uma espécie. Portanto, a emissdo de odor por uma
flor ndo necessariamente estara associada a atracdo de polinizadores. Por exemplo, as flores de
uma espécie podem liberar compostos volateis com o objetivo de repelir herbivoros ou mesmo
inibir insetos pilhadores’. E mesmo quando os compostos volateis servem para atragio, os
insetos polinizadores podem usar o odor floral para orientacdo de longa distancia, de curta
distancia, para diferenciar a qualidade e/ou a quantidade de recursos, para identificar flores em
antese das flores de senescéncia, além de poder servir para outras fun¢des. Enfim, como se pode
notar, a questdo pode ser bastante complexa a depender do sistema que esta sendo investigado
(PICHERSKY; GERSHENZON, 2002; MUHLEMANN et al., 2014). Quando se estuda a
quimica do odor floral, € importante ter a consciéncia de tal complexidade em mente.

Nessa perspectiva, ndo é aconselhéavel fazer afirmagdes contundentes sobre a funcéo dos
compostos encontrados no odor de uma flor, a menos que se faca bioensaios comportamentais
para testar as hipoteses levantadas (RAGUSO, 2006). Foi partindo dessa légica que sentimos a
necessidade de realizar um estudo comportamental com o composto majoritario encontrado no
odor floral de T. odorifera.

O bioensaio de dupla escolha foi conduzido no municipio de Quissamd, numa area de

Restinga. No bioensaio F2 (Figura 37), foram registradas doze abordagens ou pousos de

7 Os insetos visitantes que acessam o néctar de flores por via ilegitima sem promover polinizacdo. Para mais
detalhes, veja: PINHEIRO et al.Polinizacéo por abelhas. In RECH et al. (Org.). Biologia da polinizag&o. p. 214.
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diversos insetos. Contudo, o numero de abordagens por insetos que realmente visitam as flores
T. odorifera foi um pouco menor: sete abordagens, sendo todas de abelhas (Figura 35). De
modo mais detalhado, foram registradas trés abordagens de Eulaema cingulata, uma de
Eulaema nigrita e trés de Euglossa cordata. E importante destacar que estas espécies de abelhas
séo visitantes habituais de T. odorifera, conforme foi descrito por Koschnitzke, Silva e Alves
(2011). Portanto, podemos concluir que a substancia 2-feniletanol atua efetivamente na atracéo
de visitantes florais e do polinizador de T. odorifera, a abelha Eulaema nigrita — que realizou
uma abordagem e é considerada polinizadora efetiva das flores de T. odorifera por depositar
polen na regido estigmatica.

5 CONCLUSAO
A anélise da composi¢do quimica do atrativo e recurso floral disponiveisem T. odorifera

(voléteis e néctar, respectivamente) forneceu um entendimento mais amplo dos mecanismos
responsaveis pelas interac@es planta-polinizador. A razdo entre dissacarideo e hexoses do néctar
floral, por exemplo, demonstra forte relagdo com a predicdo de seus insetos visitantes. Além
disso, o perfil volatil de T. odorifera esta de acordo com os polinizadores desta espécie (abelhas
Euglossini). H& uma diferenca consideravel de perfil volatil entre flores em periodo de antese
e senescéncia, indicando uma concentragdo de esforgos energéticos da espécie durante a antese.
As substancias Salicilato de metila, benzoato de etila e a-copaeno foram encontradas apenas no
néctar, sugerindo seu uso como sinal honesto de recurso. Esta é a primeira pesquisa que
descreve a quimica dos volateis e do néctar de uma espécie do género Temnadenia.

Os resultados dos bioensaios comportamentais sugerem que a substancia 2-feniletanol,
liberada pelas flores de T. odorifera em alta concentracdo, é utilizada pelas suas abelhas

polinizadoras como um sinal de localizacao das flores.
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Consideracoes finais

Figura 39 - Flores de Dendrobium nobile
submetidas a amostragem de seu headspace por
HSD.



CONSIDERACOES FINAIS

Na presente tese, a técnica de headspace dindmico foi empregada para o estudo dos
volateis das flores de diferentes espécies in vivo. Inicialmente foi desenvolvido o sistema de
extracdo e o cartucho adsorvente, parte indispensavel e critica do sistema. O sucesso do sistema
de extracdo e do cartucho desenvolvidos foi demonstrado por meio da caracterizacdo da

variacdo temporal da emissdo do odor da espécie Dendrobium nobile (Orchidaceae).

A modificacdo realizada nos cartuchos adsorventes utilizados conferiu maior
estruturacdo e durabilidade ao mesmo, bem como evitou o surgimento de artefatos apds o uso
continuo por muitas horas, tornando-o adequado ao estudo da caracterizagdo da variacdo
temporal de emissdo de odor, questdo importante para o adequado entendimento de alguns

sistemas de polinizacéo.

A partir do desenvolvimento do sistema de extracdo foi possivel demonstrar que as
flores de D. nobile mostraram um padrdo de variagdo temporal bem definido, com maior
predominéncia de producdo de volatil nas primeiras horas do dia (7 as 12 h). Na média, 0s
volateis liberados pela orquidea foram mais pronunciados no periodo da manha, em
comparagdo com os da tarde. No odor desta orquidea foram identificadas 31 substancias, das
quais quatro em maior concentracdo em qualquer horario de amostragem: limoneno, (E,E)-
farneseno, (E)-cariofileno e (E)-B-ocimeno. Estas juntas corresponderam entre 44,8 e 73% de

todo o odor liberado.

O sucesso no desenvolvimento do sistema de extracao possibilitou a sua aplicacdo em
outras espécies in vivo, como foi o caso da espécie Temnadenia odorifera, cujas flores foram
amostradas fora do laboratdrio, no Horto Botanico do Museu Nacional (UFRJ), demostrando

sua robusdez.

Ao todo, 22 substancias foram identificadas no odor floral de T. odorifera por HSD in
vivo. O odor floral em periodo de antese foi composto, em grande parte, por substancias
aromaticas, como benzaldeido, alcool benzilico, alcool cinamilico e 2-feniletanol, sendo este
altimo responsavel por mais de 70% da composicao volatil. A anélise de volateis do néectar por
MEFS revelou a presenca de 2-feniletanol, limoneno, alcool benzilico, salicilato de metila e a-
copaeno, 0 que permite sugerir que esta espécie perfuma seu néctar com o objetivo de fornecer
um guia de néctar para seus visitantes. Contudo, essa hipétese precisara ser confirmada em

estudos futuros realizados por meio de bioensaios comportamentais.
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A analise da composicdo quimica volatil de T. odorifera no periodo de senescéncia
revelou que as flores continuam a liberar volateis, embora numa concentracédo baixa e em menor
diversidade de volateis comparada ao periodo de antese, 5 e 22 substancias, respectivamente.
A anélise da composi¢do dos aclcares do néctar (n = 11) mostrou este ser constituido
majoritariamente de sacarose (S; 69,1%; 25,4+6,8 mg mL-1), glicose (G; 13,8%; 5,1+1,0 mg
mL-1) e frutose (F; 17,1%; 6,3+1,2 mg mL-1). A razdo S/(G+F) em T. odorifera mostrou ter

relacdo preditiva dos tipos de polinizadores que visitam esta espécie.

Assim, o0s resultados alcancados nesta tese contribuiram para demonstrar que a
caracterizacdo da quimica do atrativo e do recurso floral podem ajudar a melhorar o
entendimento dos mecanismos utilizados pelas espécies investigadas em suas relagcdes

ecologicas.

Como foi discutido, a caracterizacdo do perfil volatil de flores € uma etapa das mais
importantes para diferentes areas do conhecimento, especialmente para os estudos voltados a
ecologia quimica. Para os estudos dessa area, o odor de flores precisa ser amostrado por
headspace dindmico. Contudo, os grupos de pesquisa no Brasil que dominam esta técnica sdo
dedicados, na maioria dos casos, as questdes relacionadas a pragas na agricultura. Praticamente
n&o ha grupos de pesquisa no Brasil voltados ao estudo dos volateis florais e sua aplicagéo ao
entendimento das complexas relagdes entre insetos visitantes e a planta. No exterior, por outro
lado, ha algumas décadas, bidlogos e quimicos realizam pesquisas interdisciplinares na
interface entre quimica e biologia da polinizacdo, no Brasil os estudos de ecologia quimica da

polinizacao sdo raros.

Por fim, espera-se que a presente tese possa servir como referéncia para pesquisadores
das areas de ecologia quimica e de biologia floral e possa servir como fonte de inspiracdo para

trabalhos voltados a interface entre quimica e biologia da polinizagao.
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APENDICE 1A - ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS VOLATEIS

IDENTIFICADAS NO ODOR FLORAL DE D. NOBILE®

limoneno
138-86-3

;

linalol
78-70-6

OH
|
|
14

acetato de benzila
140-11-4

io
e

cuminaldeido
122-03-2

)\©\¢O
76

cinamato de metila
103-26-4

O
W o
79

(E)-p-ocimeno
3779-61-1
=z

=

13
2-metil-6-metileno-1,7-

octadien-3-ona
41702-60-7

\)WL
(0]
71

(E,E)-a-farneseno
502-61-4

3,5-dimetoxitolueno
4179-19-5

77

7-epi-sesquitujeno
159407-35-9

y-terpineno
99-85-4

70

allo-ocimeno

7216-56-0

72

nonanal
124-19-6

ONV\/\/

75

n-dodecano
112-40-3

e

78

decanal
112-31-2

ONW\A

81
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Continuacio...

o-cedreno
469-61-4

~
~
<

82

(E)-cariofileno
87-44-5
H

Z

84

(E)-a-bergamoteno
13474-59-4

86

y-curcumeno
28976-683

90

(2)-y-bisaboleno
13062-00-5

1-tetradeceno
1120-36-1

O
83

n-tetradecano
629-59-4

VN e N
85

Propanoato de nerila
105-91-9

(E)-p-farneseno
18794-84-8

2

OJ\/ =

87 89

a-zingibereno

[-curcumeno

28976-67-2
92
d-cadineno (2)-nerolidol
483-76-1 142-50-7
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~ o OH
=
| H |
93 94 95

(2)-sesquisabineno (E)-nerolidol
58319-05-4 40716-66-3
OH
N =
97
1-hexadeceno
629-73-2
/\/\/\/\/\/\/\/
98

anome comum

®nimero de registro CAS

‘composto majoritario do odor floral

dAs estruturas aqui expostas foram conferidas de acordo com o livro Adams (2007) e a base de dados do
National Institute of Standards and Technology (NIST Livro de Quimica na WEB, SRD69), disponivel no site:
<https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/>
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APENDICE 2A - CROMATOGRAMAS DAS ANALISES DO NECTAR E DOS
VOLATEIS DE TEMNADENIA ODORIFERA
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Figura Al. Cromatograma da amostra de néctar 1 da flor de T. odorifera. Néctar da flor do
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A2. Cromatograma da amostra de nectar 2 da flor de T. odorifera. Néctar da flor do
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A3. Cromatograma da amostra de néctar 3 da flor de T. odorifera. Néctar da flor do
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A4. Cromatograma da amostra de néctar 4 da flor de T. odorifera. Néctar da flor do
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A5. Cromatograma da amostra de néctar 5 da flor de T. odorifera. Néctar da flor do
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A6. Cromatograma da amostra de néctar 1 da flor de T. odorifera. Néctar da flor da
Area 2. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A7. Cromatograma da amostra de néctar 2 da flor de T. odorifera. Néctar da flor da
Area 1. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A8. Cromatograma da amostra de néctar 3 da flor de T. odorifera. Néctar da flor da
Area 1. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figura A9. Cromatograma da amostra de néctar 4 da flor de T. odorifera. Néctar da flor da
Area 1. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).
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Figure A10. Cromatograma da amostra de néctar 5 da flor de T. odorifera. Néctar da flor da
Area 1. Sacarose (1), glicose (2) e frutose (3).

Abundance

15 23
2400000

2200000
2000000
1800000
1600000
1400000
1200000 19
1000000
800000 14 18
500000 13 | \
400000 7 \| 17 ‘0 24

200000 M UAY
1 2] , a!iei (TN

" 000 1500 2000 25.00 3000 3500 4000 45.00 50.00

Time-->

Figura A11. Cromatograma de ions totais (TIC) de volateis da flor da T. odorifera. TIC da
amostra da flor 1, coletada na Area 2 entre 9 as 12h. A numeragéo refere-se & Tabela 7.
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Figura Al12. Cromatograma de ions totais (T1C) de volateis da flor da T. odorifera. TIC da

amostra da flor 1, coletada na Area 2 entre 9 as 12h. A numeragéo refere-se & Tabela 7.
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Figura A13. Cromatograma de ions totais (TIC) de volateis da flor da T. odorifera. TIC da

amostra da flor 1, coletada na Area 2 entre 9 as 12h. A numeracéo refere-se & Tabela 7.

134



FID1 A, {TODORIFERAWTOIFEV1A.D)

BA 3 9to 12h
805 15
€0
20 23
20
A A i s h .fk A 4 P PR L 1 a
10 15 20 25 20 ® 40 45 50 m|
FIDT A, (TODORIFERAWTO2FEVZA.D)

A
30 12to 15h

] 15 23
20
40
20

- el J o ...‘t o h‘ L ) 1 A L i .l_.

T T t 7 f ¥ ; T
10 15 20 25 20 E 49 & g min
FIDT A, (TODORIFERAWTO2FEV2A.D)
A ]
o 15 to 18h
il 15
40
]
< st L " 4 l 1
T T T 1 T T g T
10 15 20 25 30 ® 40 a5 50 mi|

Figura Al4. Cromatograma de ions totais (T1C) de volateis da flor da T. odorifera. TIC da

amostra da flor 1, coletada na Area 2 entre 9 a 12h. A numeracéo refere-se a Tabela 6.
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Figura A15. Cromatograma de ions totais (TIC) de volateis da flor da T. odorifera. TIC da

amostra da flor 1, coletada na Area 2 entre 9 a 12h. A numeracéo refere-se a Tabela 6.
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APENDICE 2B - ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS VOLATEIS
IDENTIFICADAS NO ODOR FLORAL DE T. ODORIFERA NO PERIODO DE
ANTESE¢

a-pineno? benzaldeido B-pineno n-decano
280-56-8° 100-52-7 127-91-3 124-18-5
P N N\
\®L @\%0 TBL
limoneno p-cimeno alcool benzilico fenilacetaldeido
138-86-3 99-87-6 100-51-6 122-78-1
E\é § ©\/OH <j\/Qo
(E)-p-ocimeno y-terpineno acetofenona nonanal
3779-61-1 99-85-4 98-86-2 124-19-6
=z
0]
=z : M R T
linalol 2-feniletanol® canfora (2)-cinamaldeido
78-70-6 60-12-8 76-22-2 57194-69-1
OH
| ©\/\ 7 oS
OH ! _
3-fenilpropanol (_Z)-algqol (E)-cinamaldeido 3-fem|propgnoato de
cinamilico metila
122-97-4 4510-34-3 14371-10-9 103-25-3

i

HO (@)
w @\/\%O ©/\)J\O/
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Continuagdo...

E)-alcool
c(i némilicoC (E,E)-a-farneseno

4407-36-7

H
©\/\/O

502-61-4

AN

4nome comum

®nimero de registro CAS

‘composto majoritario do odor floral

dAs estruturas aqui expostas foram conferidas de acordo com o livio Adams (2007) e a base de dados do

National Institute of Standards and Technology (NIST Livro de Quimica na WEB, SRD69), disponivel no site:
https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/
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APENDICE 2C - ESTRUTURAS QUIMICAS DAS SUBSTANCIAS VOLATEIS
IDENTIFICADAS NO NECTAR DAS FLORES DE T. ODORIFERA A

limoneno? p-cimeno alcool benzilico fenilacetaldeido
138-86-3° 99-87-6 100-51-6 122-78-1
§ ©\/OH <)\/Qo
2-feniletanol benzoato de etila salicilato de metila a-copaeno

60-12-8 93-89-0 119-36-8 3856-25-5

0] 0]
OH
OH

anome comum
Pnimero de registro CAS
dAs estruturas aqui expostas foram conferidas de acordo com o livro Adams (2007) e a base de dados do

National Institute of Standards and Technology (NIST Livro de Quimica na WEB, SRD69), disponivel no site:
https://webbook.nist.gov/chemistry/name-ser/
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APENDICE 2D - ESTRUTURAS QUIMICAS DOS ACUCARES IDENTIFICADOS NO
NECTAR DAS FLORES DE T. ODORIFERA COLETADAS NO PERIODO DE

ANTESE.
sacarose glicose frutose
HO, O .~
* TOH © OH
HO OH
HO T OH S
z H
& HO o)
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