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RESUMO

A criacdo e 0 manejo de abelhas Centris analis € facilitada pela utilizacao de ninhos armadilha,
porém h& poucas pesquisas sobre os fatores que possam influenciam no processo de atragdo de
fémeas fundadoras. O presente estudo teve como objetivo identificar os compostos organicos
volateis (COVs) presente no ninho de C. analis, utilizando a microextracdo em fase sélida
(SPME) a fim de conhecer tais compostos e as variagdes na sua composicao quimica. Este
estudo buscou também, otimizar um método para extracdo dos COVs a partir de amostras do
alimento de imaturos de C. analis. Utilizou-se trés tipos de fibras: PDMS (Polidimetilsiloxano)
apolar, CAR/PDMS  (Carboxen/Polidimetilsiloxano)bipolar e  DVB/CAR/PDMS
(Divinilbezeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano) bipolar. Foram identificados 27 compostos
pertencentes a cinco classes quimicas. Entre os compostos, trans-nerolidol (67,15%) detectado
pela fibra PDMS, hexanal (12,72%) e acetato de 3-metil-1-butanol (10,95 %) detectados pela
fibra CAR/PDMS, foram os compostos de maior representatividade para esta amostra. A fibra
CAR/PDMS foi mais seletiva, extraindo 20 compostos, DVB/CAR/PDMS e PDMS, 17 e 10
respectivamente. A fibora CAR/PDMS mostrou-se como mais indicada para extracdo de COVs
em ninhos de Centris analis. Utilizando-se a fibra CAR/PDMS, foram identificados 40 COVs
pertencentes a nove classes quimicas em amostra de alimento, 6leo e resina, ninho usado e
lavas. Os compostos majoritarios cis-fg-ocimeno (35,7%), 2-Etil-1-hexanol (30,24%), p-xileno
(24,59%) e 1-Octanol (20,63%), foram detectados em amostra de 6leo e resina, ninho usado e
lavas respectivamente. Verificamos que ha uma variacao na diversidade de composto volateis
segundo o desenvolvimento larval e do ninho e que determinados compostos permanecem no

ninho apds a emergéncia.

Palavras-chave: HS-SPME-GC-MS. Ecologia quimica. Compostos volateis. Centris analis.



ABSTRACT

Raising and managing Centris analis bees is facilitated by the use of trap nests, however, there
is few number of research regarding factors that may influence the process of attracting nest-
founding females. The present study aimed to identify volatile organic compounds (VOCs)
existing in nests of C. analis, by employing the solid-phase microextraction (SPME) in order
to learn about those compounds and variations of their chemical composition. This study also
intended to optimize an extraction method for VOCs in food samples of immature C. analis.
We made use of three types of fiber: apolar PDMS (Polydimethylsiloxane), bipolar
CAR/PDMS (Carboxen/Polydimethylsiloxane), and bipolar DVB/CAR/PDMS
(Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane). We identified 27 compounds bellowing to
those chemical classes. Among the compounds; trans-nerolidol (67,15%), detected by the
PDMS fiber; hexanal (12,72%) and 3-methyl-1-butanol acetate (10,95%), detected by
CAR/PDMS fiber; were the most representative for this sample. CAR/PDMS fiber was more
selective extracting 20 compounds, DVB/CAR/PDMS and PDMS, 17 and 10 respectively.
CAR/PDMS proved to be the most suitable for the extraction of VOCs in nests of Centris
analis. When using CAR/PDMS fiber, we identified 40 VOCs belonging to nine chemical
classes in food samples, oil and resin, used nest, and larvae. The major compounds cis-f-
ocimene (35,7%), 2-Ethyl-1-hexanol (30,24%), p-xylene (24,59%) and 1-Octanol (20,63%),
were detected in samples of oil, resin, used nest, and larvae, respectively. We noticed an existing
variation in the diversity of volatile compounds according to larval and nest development,

besides, certain compounds linger in the nest after emergence.

Keywords: HS-SPME-GC-MS. Chemical ecology. Volatile compounds. Centris analis.



SUMARIO

LINTRODUGAO. ...t 11

2 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO PARA A CARACTERIZACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS ENCONTRADOS NO ALIMENTO DE
IMATUROS DE Centris analis (HYMENOPTERA, APIDAE, CENTRIDINI)................ 14

3 ECOLOGIA QUIMICA COMO UM MEDIADOR NA ATRATIVIDADEDE FEMEAS
Centris analis (HYMENOPTERA, APIDAE)

] = = = N0 N TS 44



1 INTRODUCAO
A tribo Centridini

As abelhas da tribo Centridini apresentam distribuicdo exclusivamente neotropical,
ocorrendo desde o México até a sul da América do Sul (MOURE et al., 2012). Essa tribo €
composta por dois géneros: Centris, constituido por 235 espécies e Epicharis, por 35 espécies
(VIVALLO et al., 2013). As espécies de ambos os géneros apresentam habito solitario, onde
cada fémea ap6s a copula constroi seu préprio ninho, com um ndmero de células de cria
variaveis, aprovisiona, bota o ovo e por ultimo fecha cada uma das células. Nesse tipo de nivel
de socialidade, as fémeas depois da constru¢cdo dos ninhos morrem antes de suas crias
emergirem, ou seja, ndo ha contato entre geracoes. As abelhas dessa tribo possuem um tamanho
corporal que varia entre 0 médio a grande, a maioria € pilosa e geralmente voa muito rapido
(MICHENER, 2007). Essas abelhas constroem seus ninhos em barrancos, solo plano, cavidades
pré-existentes em madeira ou construcao civil e termiteiros (FRANKIE et al.,1993; AGUIAR;
GAGLIANONE, 2003). De maneira geral, as abelhas visitam as flores para coletar néctar e/ou
polen. Mas, além dessas recompensas mais comuns, algumas espécies de plantas produzem em
suas flores recursos menos usuais, como 06leos, resinas e fragrancias que sdo coletados por
polinizadores mais especializados (SIMPSON; NEFF, 1981). A tribo Centridini representa o
grupo com maior nimero de espécies coletoras de 6leos florais e é responsavel por 73% de
todas as visitadas registradas para as flores produtoras de 6leos (MACHADO, 2004). Espécies
das Familias Iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae e Orchidaceae sdo comumente visitadas
e polinizadas por abelhas Centridini. Essas plantas possuem estruturas produtoras de 6leos
florais, denominadas elaiéforos (VOGEL, 1990; COCUCCI et al., 2000).

A maioria das abelhas Centridini sdo especializadas na coleta de 6leos florais. Para isso, as
fémeas apresentam estruturas morfoldgicas adaptadas que possibilita a coleta e o transporte
desse recurso. Tais estruturas especializadas sdo encontradas nas pernas ou esternos
(Tapinotaspoides) e séo formadas por modifica¢Bes na forma e tamanho de alguns segmentos,
particularmente pela diferenciacdo na pilosidade (VOGEL, 1969; ALVES-DOS-SANTOS et
al., 2000). Geralmente, os 6leos florais sdo coletados pelas fémeas e usados na construcao dos
ninhos para a impermeabilizacdo das células de crias (GAGLIANONE, 2005). Mas, o 6leo
floral também pode ser usado como alimento e é reconhecidamente uma fonte mais energética
do que o néctar (VOGEL, 1974; BUCHMANN, 1987; VINSON et al., 2006). Algumas espécies
do género Centris substituem ou adicionam ao néctar o 6leo floral, para alimentacédo das larvas.

Porém, ndo sdo todas as abelhas Centridini que usam esse recurso na alimentacao de suas crias.



Com relacéo a sua dieta, as abelhas Centridini sdo poliléticas, entretanto, algumas espécies
apresentam um comportamento mais seletivo na coleta de recurso floral preferencialmente em
algumas espécies de plantas, como por exemplo, das familias Malpighiaceae, Melastomataceae,
Leguminosae-Caesalpinioideae e Solanaceae (AGUIAR et al., 2003; RIBEIRO et al., 2008;
GAGLIANONE, 2001; SILVA et al., 2017).

Centris analis

A espécie Centris (Heterocentris) analis (Fabricius, 1804) esté presente na América do Sul
e América Central. No Brasil, algumas espécies do género Centris foram reconhecidos em
diversos ecossistemas, dentre eles, dunas, restinga, caatinga e cerrado (SILVA et al., 2001;
VIANA et al., 2002; GAGLIANONE, 2003; RAMOS et al., 2007).

Os habitos de nidificacdo de Centris sdo bastante diversificados e espécies dos subgéneros
Hemisiella, Heterocentris e Xanthemisia, nidificam em cavidades preexistentes, tais como
ninhos de vespas abandonados, buracos em madeira, em paredes de construcdes civis e
termiteiros abandonados (AGUIAR et al.,, 2006). O héabito de nidificar em cavidades
preexistentes possibilitou o uso de ninhos-armadilha feitos com cavidades artificiais em varios
tipos de substratos, como gomos de bambu, madeira perfurada, tubos de cartolina etc. Isso fez
com que ampliasse significativamente o conhecimento da biologia dessas abelhas (JESUS;
GAROFALO, 2000). Os requisitos de habitat de C. analis inclui locais de nidificacdo, material
para a nidificacdo e recursos alimentares. As populacdes desta abelha podem ser aumentadas
colocando o0s ninhos-armadilna em areas de interesse. Os locais de nidificacdo sdo
frequentemente um fator limitante para a frequéncia do polinizador na area se comparado a
outros fatores como fontes de polen e néctar (STEFFAN-DEWENTER et al., 2008).

Importancia ecoldgica e econémica de Centris analis

As abelhas sdo reconhecidamente os polinizadores mais importante em varios
ecossistemas no planeta, sendo representadas por uma riqueza estimada entre 20 e 30 mil
espécies (MICHENER, 2000), que diferem na forma e na variedade de plantas que visitam e
polinizam. As abelhas do género Centris sdo importantes polinizadores de numerosas espécies

de plantas nativas e cultivadas.
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No Brasil, podemos citar o Muricizeiro (Byrsonima crassifolia L. Kunth,
Malpighiaceae) (REGO et al., 2006), Cajueiro (Anacardium occidentale L., Anacardiaceae)
(FREITAS; PAXTON, 1998), Aceroleira (Malpighia emarginata DC., Malpighiaceae)
(VILHENA et al., 2012), Tamarineiro (Tamarindus indica L., Leguminosae) e Goiabeira
(Psidium guajava L., Myrtaceae) (BOTI, 2011).

A aceroleira (Malpighia emarginata, Malpighiaceae) é uma frutifera, originaria das
Antilhas, América Central e norte da América do Sul (NEVES et al., 2002). Area de cultivo de
acerola, no Brasil é superior a 11 mil hectares, sendo o maior consumidor e exportador do
mundo. Entre os estados Brasileiros, Pernambuco destaca-se como principal produtor
representando 23,11% da producdo nacional, seguido pelos estados do Ceard, 14,32%, e S&o
Paulo, com 11,40%. Quando analisamos somente a regido Sudeste, o Estado de Sdo Paulo é
gue tem maior participacdo, com 74,26%, seguida pelo Estado de Minas Gerais, com 19,32%
(IBGE, 2007). E uma espécie dependente de polinizagdo cruzada para producéo satisfatoria de
frutos, sendo as abelhas solitarias Centris, um dos principais e mais eficientes agentes
polinizadores desta cultura (SAZAN et al.,, 2014). Em um estudo feito por Oliveira e
Schlindwein (2009), os autores indicam Centris analis como um potencial polinizador a ser
manejado em areas de cultivos de aceroleira. Magalhées e Freitas (2013), foram os primeiros a
fazer polinizagéo dirigida com estas abelhas, utilizando ninhos armadilhas.

Devido a importancia de C. analis na producdo de frutos da aceroleira, estudos vém se
intensificando para aprimorar as técnicas de manejo dessa abelha. Apesar de existirem trabalhos
que enfatizam o uso de ninhos armadilnas em pomares de acerola (OLIVEIRA,
SCHLINDWEIN, 2009; MAGALHAES; FREITAS, 2013), ndo ha na literatura trabalhos que
tenha utilizado técnicas de manejo para atratividade de fémeas para a colonizacdo de novos
ninhos, buscando incrementar a populacdo em areas nativas ou cultivadas. Nesse sentido, o
presente estudo busca analisar aspectos da ecologia quimica de C. analis de forma a contribuir
com o0s processos de atratividade envolvidos no processo de nidificagdo e reproducdo dessa

abelha.
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2 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO PARA A CARACTERIZACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS ENCONTRADOS NO ALIMENTO DE
IMATUROS DE Centris analis (HYMENOPTERA, APIDAE, CENTRIDINI)

RESUMO

Varios estudos tém demonstrado a importancia de abelhas solitarias como o Centris analis na
polinizacdo de espécies de plantas silvestres e cultivadas. A presenca desses polinizadores é
facilitada pela introducéo de ninhos armadilhas, porém estudos ainda s&o limitados sobre os
fatores que influenciam sua escolha para locais de nidificagdo. Este estudo tem como objetivo
testar trés tipos de fibras de microextracdo em fase sélida (SPME) no desenvolvimento de um
método de extracdo de COVs presente no alimento de imaturos Centris analis. A extracdo e
caracterizacdo foram realizadas utilizando o método HS-SPME GC-MS, microextracdo em fase
solida associada a cromatografia gasosa e espectrometria de massa, utilizando-se trés tipos de
fibras:  polidimetilsiloxano  (PDMS), divinilbezeno /carboxen /polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS) e carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/PDMS). Foram identificados 27
COVs, pertencentes a 5 classes quimicas. Alguns COVs foram extraidos somente por um tipo
de fibra, entre os compostos, trans-nerolidol (67,15%) detectado pela fibora PDMS, hexanal
(12,72%) e acetato de 3-metil-1-butanol (10,95 %) detectados pela fibora CAR/PDMS
apresentaram maior intensidade. A fibra CAR/PDMS foi mais seletiva, extraindo 20
compostos, seguida pela DVB/CAR/PDMS e PDMS, que extrairam 17 e 10 COVs
respectivamente. O presente estudo verificou que a metodologia usada para avaliar a eficiéncia
de fibras mostrou que a CAR/PDMS é a mais indicada para extracdo de COVs em ninhos de C.

analis.

Palavras-chave:HS-SPME-GC-MS. Otimizacdo do método. Fibras de extracao.
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ABSTRACT

Several studies have demonstrated the importance of solitary bees such as Centris analis in
pollination of wild and cultivated plant species. The presence of these pollinators is encouraged
when trap nests are placed, however, there are still limited studies about the factors that
influence their choices of nesting sites. This study aims to test three types of solid-phase
microextraction (SPME) fiber in order to develop an extraction method of VOCs present in the
food of immature Centris analis. The extraction and characterization were performed by the
means of the HS-SPME GC-MS method, solid-phase microextraction associated with gas
chromatography and mass spectrometry, utilizing three types of fiber: polydimethylsiloxane
(PDMS), divinylbenzene/ carboxen/ polydimethylsiloxane (DVB/ CAR/PDMS) and
carboxen/polydimethylsiloxane (CAR/PDMS). We identified 27 VCOs belonging to 5
chemical classes. Some VOCs were extracted only by one type of fiber, among the compounds,
trans-nerolidol (67,15%) detected by the PDMS fiber, hexanal (12,72%) and 3-methyl-1-butane
acetate (10,95%) detected by the CAR/PDMS fiber, showed greater intensity. CAR/PDMS
fiber was more selective, extracting 20 compounds, followed by DVB/CAR/PDMS and PDMS,
which extracted 17 and 10 VOCs respectively. In the present study we verified that the
methodology employed to assess the efficiency of fibers showed that CAR/PDMS is the most

suitable for extraction of VOCs in nests of C. analis.

Keywords: HS-SPME-GC-MS. Method optimization. Extraction fibers.
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INTRODUCAO

As abelhas Centridini, apresentam um papel importante na polinizacdo de espécies
nativas e cultivadas como Muricizeiro (Byrsonima crassifolia, L. Kunth, Malpighiaceae)
(REGO et al., 2006), Cajueiro (Anacardium occidentale L., Anacardiaceae) (FREITAS;
PAXTON, 1998), Aceroleira (Malpighia emarginata DC, Malpighiaceae) (VILHENA et al.,
2012) e Tamarindeiro (Tamarindus indica L., Leguminosae) (CASTRO, 2002). Estudos em
biologia de nidificacdo vém sendo intensificados, principalmente com espécies do género
Centris que nidificam em cavidades pré-existentes. Esse comportamento de nidificacdo
permitiu 0 desenvolvimento de ninhos-armadilha, o que possibilitou o estudo do
comportamento e biologia destas abelhas (JESUS; GAROFALO, 2000). Usando tais ninhos
foi possivel, por exemplo, estudar Centris analis e identifica-la como um potencial polinizador
a ser manejado em areas de cultivos da aceroleira (OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2009;
VILHENA; AUGUSTO, 2007; MAGALHAES; FREITAS, 2013). Porém, para criar e manejar
abelhas é necessario primeiramente atrai-las até os ninhos-armadilha para assim, manter um
nimero razoavel de individuos na populacio (JESUS;GAROFALO, 2000). Nesse sentido, ha
poucos estudos que apontam os fatores que influenciam o encontro e a escolha dos locais de
nidificacdo pelas fémeas, que poderiam permanecer nas areas cultivadas (MORATO;
MARTINS, 2006).

Em estudos anteriores (GUEDOT et al., 2006; VINSON et al., 2011), sugeriram que
compostos volateis presentes nos ninhos desempenhariam um papel na atracdo das fémeas
fundadoras para a construcdo de novos ninhos. Essa descoberta pode ter implicagfes
importantes, pois durante o inicio da colonizacdo dos ninhos-armadilha, a velocidade de
ocupacdo pode ser um fator determinante para o sucesso na polinizacdo e producdo em
frutiferas, como por exemplo, a aceroleira (OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2009). Compostos
volateis também estariam envolvidos no reconhecimento do préprio ninho por abelhas
solitarias que nidificam em aglomeracbes (WCISLO, 1992). Além disso, eles facilitariam o
encontro dos ninhos por parasitoides, conforme observado em ninhos de Osmia lignaria
(Megachilidae) (GLASSER; FARZAN, 2016). Nesse sentido, a ecologia quimica tem sido
importante pois permite o reconhecimento e a identificagdo dos compostos organicos volateis
envolvidos com a atragdo para sitios ja utilizados, reconhecimento dos ninhos e parasitismo.

Nas ultimas décadas uma variedade de sistemas tem sido desenvolvida para a coleta e
analise desses compostos. Essas analises tém sido melhoradas pela criacdo de instrumentos de
bancada relativamente baratos, mais aplicaveis a técnica de cromatografia a gas acoplada a

espectrometria de massas (THOLL et al., 2006).

16



A microextragdo em fase sélida (SPME) é uma técnica de extra¢do que se destaca por
sua praticidade em termos de tratamento da amostra, pois ndo h& necessidade de a amostra
passar por uma limpeza rigorosa e evita o emprego de solventes organicos (VALENTE, 2000;
DOREA, 2008). Sua aplicacio é generalizada em muitas anélises, tais como matrizes
ambientais, alimentos, forense e farmacéutica (BOJKO et al., 2012; SILVA, 2016). Além disso,
devido a sua capacidade de pré-concentracdo de analitos, baixos limites de deteccdo podem ser
facilmente alcangados com esta técnica, uma vez que utiliza um revestimento polimérico que
favorece a extracdo. Em trabalho de revisdo, THOLL et al., (2006) descreve uma variedade de
fibras de SPME capazes de adsorver compostos organicos volateis com ampla faixa de
polaridade e com diferentes massas moleculares. Este método é vantajoso na amostragem de
compostos organicos volateis que possuem baixos fatores de emissdes, muitas vezes associados
a baixas concentragdes. Outra vantagem dessa técnica é a eliminacdo do emprego de solventes
que podem introduzir impurezas aos resultados.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo otimizar um método para extracdo
de compostos organicos volateis (COVs) a partir do alimento de imaturos de C. analis, usando
a microextracdo em fase sélida (SPME), a fim de conhecer de tais compostos e as variagdes na
sua composicdo quimica. Esse estudo subsidiou outro que envolveu a identificacdo dos
compostos volateis em ninhos de C. analis em diferentes fases de sua construcdo e do

desenvolvimento larval (SOUSA et al., cap. Il1).

MATERIAIS E METODOS
Area de Estudo

Este estudo foi desenvolvido no Setor de Abelhas do Departamento de Zootecnia no
campus da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza (3° 44' 33" S; 38° 34' 44 °38" O)
(Figura 1), e no Laboratério Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais LMQPN-
EMBRAPA no periodo de maio a agosto de 2016.

O clima da regido é caracterizado como Aw’ tropical quente sublmido (KOPPEN,
1948), com periodo chuvoso ocorrendo de janeiro a maio, pluviosidade e média de 1338,0 mm
e temperatura média anual de 27°C (FUNCEME, 2015).

A vegetacdo original da area é do tipo tabuleiro pré-litordneo com fisionomia de
floresta semidecidua e mata de tabuleiro (MORO et al., 2015), atualmente a area é composta
por vegetacdo original, mas também por espécies nativas e exdticas usadas no paisagismo
(RCPol-Rede de Catalogos Polinicos, 2013).
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Figura 1. Localizagdo da area de estudo. A figura a direita mostra o campus da Universidade
Federal do Cear4, em Fortaleza- Ceara.

Fonte: Google imagens

Coleta do Material Bioldgico

Para a coleta do material bioldgico foram usados ninhos-armadilha preparados com
tubos de cartolina preta com 0,8cm de didametro e comprimento de 12cm inseridos em orificios
feitos em blocos de madeira, como sugerido por CAMILLO et al. (1995) (Figura 2 a-b). Apos
0 processo de operculacdo dos ninhos pelas fémeas de Centris analis, foram coletados um total
de 10 ninhos armadilhas para a coleta de alimento de imaturos (Figura 2c).

Foram usadas espatulas previamente esterilizadas para retirar as amostras de alimento e as
mesmas foram acondicionadas em frascos de vidro de 20ml, selado com tampas de rosca
contendo septos de silicone/PTFE (Supelco, Bellefonte, PA, EUA) (Figura 2d).

Figura 2. Métodos usados para a extracdo dos compostos volateis em ninhos-armadilhas
ocupados por fémeas de Centris analis. (a) Blocos de madeira com tubos de cartolina inseridos
(b) Tubos de cartolina com 0,8cm de didmetro e 13 cm de comprimento (c) Alimento de
imaturos (d) Amostras prontas para extragcdo por headspace-SPME.
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As amostras foram homogeneizadas e pesadas em balanca analitica (AY220
marte®)Posteriorme nte, foram acondicionadas em ultra-freezer vertical (CL 600®) do
Laboratério de Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais LMQPN-EMBRAPA, até obter

uma quantidade de amostras suficiente para as avaliacdes em quintuplicata.

Preparacdo e Analise Quimica das Amostras

Para as analises foram adicionados a cada amostra 8mL de agua Mili-Q (Merck
Millipore®), 3g de NaCl, e cerca de 1,054 + 0,07 g da amostra de alimento de imaturos, as
andlises foram realizadas em quintuplicata, separando-se sempre uma amostra controle
constituida por 8mL de H20 e 3g de NaCl. Foram avaliados trés tipos de fibras de revestimentos
de diferentes polaridades: CAR/PDMS polaridade mista (Carboxen/Polidimetilsiloxano) 75pum
de 1cm, PDMS (Polidimetilsiloxano) apolar 10pum delcm, DVB/CAR/PDMS polaridade mista
(Divinilbenzeno/ Carboxen/Polidimetilsiloxano) 50/30um de 2cm, todas as fibras da marca
Supelco, Belafonte, PA, EUA. O procedimento de extracdo por SPME foi conduzido em
amostrador automatico (Pal System, Zwingen, Suica) acoplado ao sistema GC-MS.
Inicialmente a amostra foi submetida a formacdo do headspace por aquecimento a 60°C
porl5minutos, para posterior captura dos COVs durante 30 minutos. Em seguida, 0s compostos
foram dessorvidos no GC durante 3 minutos. Posteriormente, a fibra foi submetida ao
procedimento de limpeza com fluxo de Hélio por 10 minutos na temperatura indicada pelo
fabricante variando de acordo com a fase estacionaria da fibra (240°C/30 min
para PDMS, 260°C/60 min para DVB/CAR/PDMS e 290°C/60 min CAR/PDMS).

A em identificacdo dos compostos organicos volateis foi realizada cromatégrafo a gas
Modelo 7890B GC System (Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha) acoplado ao
espectrometro de massa Modelo 5977A MSD (Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid,
Espanha). Os compostos foram separados utilizando uma coluna capilar HP 5MS (Agilent J &
W GC Columns, Santa Clara, CA, EUA) de 30m x 250pum x 0,25pum. As amostras foram
injetadas no modo splitless e o gas de arraste foi o Hélio com uma vazéo de 1 mL min™.

As temperaturas do injetor e do analisador foram 240° e 150°C,
respectivamente. Programacdo forno cromatografico: temperatura inicial de 40°C por 4
minutos, com rampa de aquecimento de 2,5°C.min! até 80°C, 5°C.min até 110 °C, 10°C.min"
L até 220 °C por 2 minutos e acréscimo de 10°C.min* até 290°C permanecendo por 4 minutos

ao término da corrida (50 minutos).
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Os espectros de massa foram obtidos utilizando um sistema de analisador quadrupolar
com ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV. Os compostos foram identificados por
comparacao de seus espectros de massa com os contidos na biblioteca NIST 2.0, 2012 (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Md, EUA), efetuada pela comparacao do
indice de retencdo linear calculado equacdo de Kovats utilizando uma série homologa de n-
alcanos C8-C30 (Supelco, 49451-U, Bellefonte, PA, EUA) com os indices de reten¢do dos
bancos de dados da NIST.

A selecdo de diferentes fibras de microextracdo em fase sélida (SPME) foi o parametro
escolhido para se realizar a otimizacao e caracterizacdo dos COVs por meio da técnica de HS-
SPME GC-MS (Figura 3) em amostras de alimento de C. analis. Diferentes polimeros de
revestimento, com caracteristicas distintas foram utilizados para avaliar a sua capacidade de
extracéo.

Figura 3.Cromatdgrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massa modelo Agilent
Technologies.
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Fonte: Rafaela Brito

Neste estudo foram adquiridas trés fibras de SPME comercialmente disponiveis, baseadas
nos seguintes recobrimentos poliméricos: (PDMS - apolar), (CAR/PDMS - bipolar) e
(DVB/CAR/PDMS - bipolar). A escolha dessas fibras foi baseada em dados da literatura que
relatam que fibras de SPME com mais de um revestimento Apolar e bipolares, mostraram ser
as mais eficazes ao estudar plantas aromaéticas (BICCHI et al., 2000, 2007), tais plantas
possuem em geral classes de substancias similares aquelas encontradas em estudos de ecologia
quimica (THEIS E RAGUSO, 2005; WILLMER et al., 2009).
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A eficiéncia de extracdo de cada fibra foi determinada com base em dois critérios principais,
o percentual relativo de area calculado por meio da area total de cada classe quimica analisada

e 0 numero de compostos identificados.

RESULTADOS

Os percentuais relativos de area para cada condicdo de estudo estdo demonstrados na
Tabela 1, onde estdo apresentados os dados referentes a identificacdo tentativa de 27
substancias que estavam presentes no alimento de imaturos. Esses 27 COVs sdo pertencentes
as cinco classes quimicas distintas, sendo elas a dos terpenos (11 compostos), seguido por
aldeidos (6 compostos), ésteres (6 compostos), alcoois (3 compostos) e cetona (1 composto).
Embora nem todas as substancias tenham sido detectadas em todas as fibras estudadas.

A fibra CAR/PDMS permitiu a identificagdo de um maior numero de constituintes do
alimento de C. analis que as fibras DVB/CAR/PDMS e PDMS. Entretanto, a resposta de area
de pico total em DVB/CAR/PDMS (1,13 x 107) foi maior do que a obtida com fibras
CAR/PDMS (6,75 x 108) e PDMS (3,51 x 10°) (Tabela 1), apesar disso esse estudo considerou
que tal diferenca ndo seria significativa ao ponto de descartar o uso da CAR/PDMS, que de
forma geral atende melhor aos objetivos desse estudo. Esta fibra foi selecionada como a mais

adequada para obter o mais amplo perfil de composicédo de alimento de C. analis.

Tabela 1 — Percentual relativo de area média com respectivos desvios padrdo de compostos
organicos volateis identificados no alimento de imaturos de Centris analis, extraidos com o
tempo de exposicao de 30 minutos para cada fibra.

Tempo de extracdo (30 min)

Compostos Volateis CAR/PDMS Kl DVB/CAR/ Kl PDMS Kl Sig.
PDMS

Alcoois
2-Heptanol 6,97 £ 1,62 904 - n.d - n.d -
3-Octen-1-ol 3,50 + 0,47 984 2,28 +0,59 983 - nd ns.
1-Octanol 1,69 +£0,55 1077 1,25+0,20 1072 - nd ns.
Total Alcoois (%) 12,16 3,53
Aldeidos
Hexanal 12,72 + 0,67 803 1,93+0,71 802 - n.d .
Heptanal - n.d 1,18 + 0,68 903 - n.d -
Octanal 3,84+131 1003 2,61+£0,54 1003 - nd ns.
Benzeno acetaldeido 6,51 +2,01 1045 9,32+3,75 1044 - nd S.
Nonanal 7,48 +1,34 1105 6,93 +2,58 1105 - nd ns.
Decanal 1,44 +£0,52 1207 4,92+1,56 1206 - n.d .
Total Aldeidos (%) 31,99 26,89
Esteres
Acetatode 3-metil-1- 195,485 882 207+085 882 . nd .
butanol
Salicilato de metila - n.d 2,38+ 0,99 1192 - n.d -
Palmitato de metila - n.d - n.d 10,18 £ 2,70 122 -
Palmitato de etila - n.d - n.d 1,45+ 0,27 129 -
Acetato de 2-fenil-etil - n.d 255+1,61 1264 - n.d -
Linolenato de metila - n.d - n.d 2,49+0,78 210 -
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Total ésteres (%) 10,95 7,00 14,12
Cetona

6-Metil-5-hepten-2-ona 5,17 + 0,89 990 2,14+ 0,22 990 - n.d S.
Total Cetona (%) 5,17 2,14

Terpenos

trans- # -ocimeno 3,38+£1,05 1052 8,16 £1,00 1052 3,41+£0,64 125 s.
trans- f -farneseno 465+119 1460 915:190 1460  393x091 00 s
o -(E,E)-farneseno - n.d - n.d 7,35+ 2,47 181 -
o. -Copaeno 0,68 + 0,37 1379 - n.d 0,72+ 0,22 187 n.s.
Cipereno 1,94 £0,36 1402 - n.d 1,31+0,71 130 S.
o -Curcumeno 1,27 £ 0,49 1487 - n.d - nd -
o —Muuroleno 4,49 +1,28 1504 - n.d - nd -
pS-Cariofileno 2,87+£0,51 1425  3,01+0,70 1424 2,00 £ 0,56 122 S.
cis-calameneno 547+ 2,15 1531 - n.d - n.d i
[-ciclocitral 1,17 £ 0,26 1222 0,66 0,20 1222 - nd ns.
trans-nerolidol 308£152 1569 33,14%423 1568  6715:782 o0 s
Total terpenos (%) 29,00 54,12 85,87

Numero total COVs 20 17 10

Area total em Counts
dos COVs

Nivel de significancia: *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001; n.s. = ndo significativo. KI:
indice de Kovats calculado para uma coluna capilar DB5SMS (30mx0.25mm d.i., 1.4um de
espessura de filme) instalado em cromatdgrafo a gas equipado com detector de espectrémetro
de massas. Fonte: Autor.

6,75 x 108 1,13 x 107 3,51 x 10°

O numero total de substancias extraidas em cada fibra, demonstra o respectivo
somatdrio do percentual relativo das areas e 0 somatorio das areas totais (Counts) de cada classe
guimica de COVs nas fibras CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS E PDMS (Tabela 1). A extracéo
por HS-SPME do alimento de C. analis utilizando a fibora CAR/PDMS extraiu 3 alcoois
(12,16%), 5 aldeidos (31,99%), 1 éster (10,95%),1 cetona (5,17%) e 10 terpenos (29,00%). A
fibra DVB/CAR/PDMS extraiu 2 alcoois (3,53%), 6 aldeidos (26,89%), 3 ésteres (7,00%), 1
cetona (2,14%) e 5 terpenos (20,32%). A fibra PDMS, por sua vez, extraiu, 3 ésteres (14,12%)
e 7 terpenos (85,87%) (Tabela 1). A fibra extratora CAR/PDMS foi mais seletiva quando
comparada as demais, extraindo 20 tipos dos COVs, seguida pela DVB/CAR/PDMS e PDMS,
que extrairam 17 e 10 COVs respectivamente (Tabela 1).
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Os cromatogramas obtidos para cada uma das fibras, nas condi¢bes de analise
otimizadas estdo representados na Figura 3a-c. Os picos de volateis majoritarios presentes em
cada uma das fibras foram obtidos na mesma escala, na ordem de 2x10° counts para fins de
comparacdo. A figura 3d, representa o cromatograma do branco (resultado da adsorcéo de
vapores presentes na solucdo de H2O e NaCl, na auséncia da amostra) obtido da fibra
DVB/CAR/PDMS. Demonstramos esse cromatograma em especifico, pois neste caso houve

um maior grau de degradacdo da fibra, gerando sinais de interferentes em altas intensidades

Figura 3. Eficiéncia na captura de volateis majoritarios extraidos do alimento de imaturos de
Centris analis, no tempo de 30 minutos, utilizando-se trés tipos de fibras e o branco
DVB/CAR/PDMS.
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Alguns COVs foram extraidos somente por um tipo de fibra. O palmitato de metila,
palmitato de etila, linolenato de metila e a-(E,E)-farneseno, foram extraidos apenas pela fibra
apolar de PDMS. Outros dois compostos, salicilato de metila e acetato de 2-fenil-etila, foram
extraidos somente pela fibra bipolar DVB/CAR/PDMS, enquanto que a fibra bipolar
CAR/PDMS extraiu exclusivamente o 2-heptanol, a-curcumeno, a-muuroleno, e cis-
calameneno. Outros COVs foram extraidos pelos trés tipos de fibras, mas com o valor médio
do percentual relativo de area diferente, como por exemplo, o trans-nerolidol, trans-/4-ocimeno,
trans-g-farneseno e S-cariofileno (Tabela 1).Em relacdo aos dados de seletividade e a eficiéncia
de extracdo, a fibora CAR/PDMS extraiu 3 é&lcoois (2-heptanol, 3-Octen-1-ol, 1-Octanol) com
percentual relativo de area total de 12,16%, enquanto a DVB/CAR/PDMS extraiu 2 &lcoois (3-
Octen-1-ol, 1-Octanol) a fibora PDMS néo obteve seletividade para a classe quimica dos alcoois
(Tabela 1).

Foram detectados 6 aldeidos ao todo dos quais 5 foram extraidos pela fibora CAR/PDMS,
com destaque para 3 substancias com os maiores percentuais relativos de area nessa fibra sendo
elas o hexanal (12,72%), benzeno acetaldeido (6,51%) e nonanal (7,48%), o somatério da
contribuicdo de todos os 5 aldeidos extraidos totalizou 31,99% para a CAR/PDMS. Com
relacdo a DVB/CAR/PDMS, foram extraidos 6 aldeidos sendo as maiores contribuicdes
relativas associadas ao benzeno acetaldeido com 9,32%, nonanal (6,93%) e decanal (4,92%), o
somatorio dos percentuais relativos de area de todos os aldeidos resultou em 26,89%. A fibra
PDMS ndo foi seletiva para a classe quimica dos aldeidos em amostras de alimento.Com relacdo
a classe quimica dos ésteres foram extraidos 1, 3 e 3 COVs em Car/PDMS, DVB/CAR/PDMS
e PDMS nas proporg¢des de 10,95, 7,00 e 14,12% respectivamente. Foi extraida uma Unica
cetona (6-Metil-5-hepten-2-ona) em CAR/PDMS com percentual relativo de area de 5,17% e
2,14% em DVB/CAR/PDMS. Néo houve seletividade em PDMS para cetonas nesse caso
especifico de matriz.

Os terpenos foram a classe de COVs mais numerosa, tendo sido detectadas 11
substancias, sendo 10 delas em CAR/PDMS, as maiores contribuicdes de percentuais relativos
de érea o trans-fp—ocimeno (3,38%), trans-p—farneseno (4,65%), o—Muuroleno (4,49%) e o cis-
calameneno com 5,47%. A CAR/PDMS de forma geral apresentou o segundo maior somatério
no que concerne ao percentual relativo de area para a classe dos terpenos, totalizando 29,00%.

A seletividade da DVB/CAR/PDMS para os terpenos ficou abaixo do registrado para as
demais fibras, totalizando a extragdo de 5 COVs, sendo os percentuais relativos de area para o
trans-nerolidol (33,14%), trans- § —ocimeno de 8,16%, trans- g —farneseno (9,15%) e p-

Cariofileno (3,01%), o percentual relativo de area total resultou em 54,12%.
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A fibra PDMS extraiu 7 COVs sendo 0s maiores percentuais relativos de area as
moléculas do trans-nerolidol (67,15%), trans- # —ocimeno (3,41), trans- S —farneseno (3,93%)
e 0 a -(E,E)-farneseno com 7,35%, o somatdrio de todos os percentuais relativos de area para a
classe dos terpenos em PDMS resultou em 85,87%.

O desenvolvimento do método via HS-SPME-GC-MS forneceu resultados promissores
no que diz respeito ao estudo dos COVs encontrados a partir do alimento de imaturos de C.
analis. Esse estudo mostrou que os trés tipos de fibras usadas extrairam um conjunto de COVs
interessantes do ponto de vista de variabilidade quimica, pois foram detectadas 5 classes
quimicas de compostos diferentes.

Os melhores resultados foram obtidos com as amostras dissolvidas em 8 mL de agua
contendo 3 g de NaCl, o aumento da forca i6nica da amostra tem influéncia na eficiéncia da
extracdo. Segundo Xiaogen Yang et al., (1994), a adicdo de sais causa uma reducdo da
solubilidade das substancias apolares facilitando a passagem dessas para a fase de vapor, assim
o tempo de equilibrio pode ser minimizado. Esse recurso € muito utilizado nas determinacdes
de componentes de aromas (BICCHI et al., 2000; FITZGERALD et al., 2000; TORRENS et
al., 2004; BICCHI et al., 2007). Nossos resultados estdo de acordo com os trabalhos descritos
acima, pois a eficiéncia de extracdo foi maior utilizando sal.

A eficiéncia de extracdo de COVs depende também da espessura da camada liquida da
fibra e do tamanho do analito, que sofre influéncia do coeficiente de difusdo. Assim, elevados
valores de coeficiente de difusdo dos analitos favorecem o equilibrio de particdo analito/fibra.
A polaridade da fibra pode aumentar a interacdo dos analitos, mas é a espessura do revestimento
que prevalece na retencio do analito (BOJKO et al., 2012; DOREA, 2008). As fibras
heterogéneas que apresentam polaridade mista, como DVB/CAR/PDMS e CAR/PDMS, séo
constituidas de solidos porosos com revestimentos do tipo adsorvente, nos quais a extracao é
efetuada pela sor¢é@o dos analitos nos poros internos. Nestes, a adsor¢édo ocorre devido as forgas
interativas de VVan der Waals ou por ligacGes de hidrogénio. Esse tipo de revestimento apresenta
um numero limitado de sitios de adsorcdo e, nesse caso para analitos em altas concentracdes,
ocorre saturacdo da regido disponivel para adsorcdo e consequentemente ocorre a competicao
entre os analitos (VALENTE, 2000; DOREA, 2008; PARREIRA; CARDEAL, 2005).

As fibras mistas CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS extrairam de duas a trés vezes mais
compostos organicos volateis em intensidade total de 4rea do que a fibra PDMS (6.75 x 10°,

1.13 x 107 vs. 3.51 x 10° counts respectivamente).
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A fibra DVB/CAR/PDMS em relagdo a CAR/PDMS extraiu 1.67 vezes mais compostos
organicos volateis (1.13 x 10" vs. 6.75 x 10° counts). As Fibras mistas extrairam altas
quantidades de compostos com uma faixa ampla de Kl, a fibora PDMS extraiu substancias com
maiores valores de Kl, principalmente os compostos pertencentes a classe dos terpenos, em

especial o trans-nerolidol, com 67,15% do percentual relativo da area total dos terpenos.

DISCUSSAO

Esses resultados demonstram que a fibra DVB/CAR/PDMS apresenta uma melhor
eficiéncia de extracdo para analitos presentes no alimento de C. analis no que se refere a
compostos de medio e alto peso molecular. O nosso estudo demonstra que apesar da
DVB/CAR/PDMS extrair uma quantidade maior em relacdo a intensidade total de area dos
compostos, essa fibra extraiu um nimero menor de compostos. A CAR/PDMS apresentou a
deteccdo de um maior nimero de COVs mesmo apresentando menor eficiéncia de extracéo,
com uma diferenca de area total de picos de 1,67 vezes, como neste trabalho buscamos abranger
a maior faixa possivel de extracdo de COVSs, nesse aspecto a CAR/PDMS € a melhor opcéo,
pois foram detectados 20 compostos ao todo enquanto que a DVB/CAR/PDMS e PDMS
detectaram respectivamente 17 e 10 compostos. Para fins de estudos em ecologia quimica, 0
conhecimento de uma maior quantidade numérica e a abrangéncia de uma gama maior de
classes COVs configura-se como ponto mais importante.

A fibra PDMS foi a que apresentou a menor intensidade de area total, sendo seletiva
apenas para duas das cinco classes quimicas extraidas (Esteres e terpenos), houve a extracio de
uma alta quantidade de trans-nerolidol com 67,15% na fibra PDMS, estudos relatam que fibras
de revestimentos apolares, tais como PDMS, sdo mais adequados para a analise de compostos
apolares; como é o caso dos terpenos, classe pertencente ao trans-nerolidol, enquanto fibras
mistas CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS (fibras bipolares) séo aplicadas a materiais de baixa e
alta polaridade, volateis e semi-volateis (AUGUSTO; KOZIEL, 2001; GARCIA-ESTEBAN et
al., 2004).0s valores médios de area divergentes entre 0os compostos trans-nerolidol, benzeno
acetaldeido, decanal, 6-Metil-5-hepten-2-ona, trans-£-ocimeno, trans-f-farneseno e cipereno,
significa que a escolha da fibra deve ser pensada com base no interesse do trabalho. Se o estudo
requer uma sensibilidade maior na analise, com valores mais intensos de area de pico, emprega-
se a fibra cujos valores de area se revelaram mais intensos. Por outro lado, se o interesse é
encontrar uma fibra capaz de detectar uma ampla faixa de compostos de diferentes classes
quimicas, o melhor é optar pela fibra que apresentou maior numero de picos extraidos, o que

esta associada a seletividade da fibra aos constituintes da matriz.
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Apesar de a fibra PDMS ter sido capaz de detectar sete dos onze tipos de terpenos, as
fibras CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS foram capazes de extrair maior nimero de compostos,
com proporc¢des adequadas a garantir a extracao e detectabilidade de compostos de interesse,
no que concerne aspectos de estudos em ecologia quimica.

O trabalho de PENA-ALVAREZ et al. (2006), corroboram os resultados do nosso
estudo, os autores selecionaram quatro diferentes tipos de fibras para identificagdo de terpenos
em tequila e observaram que a fibra PDMS mostrou excelente desempenho na detec¢do do
nerolidol, porém ndo foi considerada a melhor opcdo por apresentar resultados menos
satisfatorios em termos da amplitude numérica de compostos, ou seja, tal fibra ndo contemplou
uma faixa ampla de compostos.

Uma justificativa para esse bom desempenho da PDMS pode ser atribuida ao carater
apolar do nerolidol que também possui alto peso molecular em relacdo aos demais compostos
estudados. Devido ao fato do revestimento da fibra PDMS ser do tipo absorvente, formados por
polimero liquido, os analitos sdo atraidos para a fase do revestimento por interacdo da regido
apolar da molécula com o material da fibra pelo processo de parti¢éo, tornando a absor¢édo desse
composto mais intensificada, por sua vez, mascarando a presenca das demais classes de
compostos que foram detectados nas outras duas fibras (PARREIRA E CARRDEAL, 2005,
CARASEK et al., 2011).

Os aldeidos ndo foram identificados empregando-se a fibra PDMS, mas foram
observados nas duas outras, com excecao do composto heptanal (1,18%) identificado somente
com a fibra DVB/CAR/PDMS. O composto hexanal apresentou uma diferenca na quantidade
percentual entre as duas fibras CAR/PDMS (12.72%) e DVB/CAR/PDMS (1,93%), as
avaliacOes estatisticas demonstraram que ha diferenca significativa entre as duas médias, para
o nivel de confianca de 95%. Esses resultados estdo em concordancia com os relatados por
Lorenzo (2014), que em um estudo comparativo entre as fibras DVB/CAR/PDMS e
CAR/PDMS, para o tempo de extragdo de 30 min., verificaram maior percentual relativo de
aldeidos empregando a fibora CAR/PDMS.

A despeito de apenas uma cetona (6-Metil-5-hepten-2-ona) ter sido detectada no estudo
pelas fibras CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS, a avaliagdo estatistica demonstra que 0s
percentuais relativos de area obtidos para a cetona nas duas fibras mistas s@o estatisticamente
diferentes entre si e que a adsorcdo em CAR/PDMS ¢é mais eficiente quando comparada a

segunda fibra.
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Niu et al., (2016), realizaram um estudo de identificacdo de compostos volateis em
farinha usando HS-SPME-GCMS, onde foi possivel detectar 71 compostos com a fibra
DVB/CAR/PDMS, dentre os quais englobam alguns COVs detectados nesse trabalho, como é
0 caso da cetona e de alguns aldeidos, o que corrobora nossos resultados.

Esse estudo mostra que a capacidade de retencdo de compostos terpénicos foi conferida
pelas fibras que apresentam tanto polaridade mista quanto simples. Nesse sentido, a fibra
CAR/PDMS apresentou maior nimero de terpenos extraidos, ndo necessariamente em maiores
proporcOes de percentual de area relativa, sendo, portanto, a fiora CAR/PDMS mais adequada
aos objetivos desse trabalho, que busca estudar a variabilidade quimica da amostra de alimento
de imaturos de C. analis.

Como pode ser observado nos cromatogramas (Figura 3a-c), a fiora DVB/CAR/PDMS
extraiu maior quantidade de analitos, no entanto essa fibra ndo foi admitida como a melhor
opcdo por apresentar muitas impurezas na analise do branco (Figura 3d). Com a fibra
DVB/CAR/PDMS verifica-se que a maioria dos compostos extraidos foram produtos de
degradacéo do polimero da fibra que contribuem em maior percentual de area absoluta quando
comparado ao cromatograma das duas outras fibras.

A fibra CAR/PDMS favoreceu a extracdo de compostos volateis, demonstrando ser a
melhor opcdo para a extragcdo de compostos de menor peso e tamanho (baixos pontos de
ebulicdo), o que pode ser confirmado no cromatograma pela maior quantidade de compostos
extraidos em tempos menores e intermediarios. Ja a fibra PDMS foi a que apresentou menor
capacidade extratora para 0s compostos identificados pelas trés fibras, isso pode ser atribuido
ao seu carater apolar que limita o nUmero de compostos que interagem com esse tipo de
revestimento.

Na fibra PDMS, o maior teor de terpenos extraidos se deve a afinidade da cadeia apolar
pelo material da fibra. Comparando as médias das areas cromatograficas de todas as classes
quimicas dos compostos volateis identificados, com tempo de extracdo de 30 minutos, as fibras
CAR/PDMS e DVB/CAR/PDMS revelaram um perfil muito parecido, apresentando maior
proporcéo para alcoois, aldeidos e cetonas, sendo também mais viadveis para estudar compostos

organicos volateis multiclasses em polen e oleo floral.
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Finalmente, a fibora CAR/PDMS extraiu uma variedade maior de analitos sendo a
melhor para a extracdo de compostos volateis, de menor peso e tamanho (baixo ponto de
ebulicdo), e para analitos em faixas de concentracdo menores, isso se deve ao nimero reduzido
de sitios ativos para a adsorcdo (PAWLISZYN, 2000; VALENTE E AUGUSTO, 2000). O
tempo ideal da extracdo deve ser o0 necessario para se atingir o equilibrio. LORENZO (2014)
estudou trés tempos de extracdo e encontrou que em 30 min. fora suficiente para extrair os
compostos das diferentes classes quimicas, mostrando que esse tempo € suficiente para as
analises. A pré-concentracdo dos analitos, caracteristica dessa técnica, conferiu maior

sensibilidade na analise.

CONCLUSOES

A metodologia usada para avaliar a eficiéncia de fibras mostrou que a fibra
CAR/PDMS € a mais indicada para extracdo de compostos organicos volateis em ninhos de C.
analis. Esse estudo mostrou que esta técnica € eficaz e adequada na extracdo de COVs presentes
no ninho de C. analis, com estes resultados sera possivel identificar os COVs também nos
ninhos-armadilha em diferentes estagios de desenvolvimento das abelhas e também em ninhos

pds-emergéncia.
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3 ECOLOGIA QUIMICA COMO UM MEDIADOR NA ATRATIVIDADEDE FEMEAS
Centris analis (HYMENOPTERA, APIDAE)

RESUMO

A ecologia quimica tem sido importante ferramenta para conhecimento e a identificacdo de
compostos quimicos que intervem na regulacdo comportamental em abelhas no sistema de
comunicacdo intraespecificos e interespecificos. Estudos anteriores sugeriram que compostos
volateis desempenhariam um papel na atracdo em fémeas para nidificacdo, também estariam
envolvidos no reconhecimento do préprio ninho por abelhas solitarias que nidificam em
aglomeraces. Estudos sobre os compostos volateis emitidos por abelhas solitarias ainda sédo
incipiente, mas ndo menos importantes. O objetivo deste estudo foi investigar os COVs
majoritarios presentes em ninhos de Centris analis utilizando a microextracdo em fase sélida-
SPME, para assim, identificar em qual fase do desenvolvimento larval e do ninho séo
produzidos e/ou liberados os compostos que poderiam continuar presentes apds a emergéncia
dos adultos. Para a composicao das amostras foram coletados alimento de imaturos, lavas, 6leo
e resina e ninhos usados. As amostras foram acondicionadas em frascos de vidro de 20ml,
selado com tampas de rosca contendo septos de silicone, homogeneizadas e pesadas em balanca
analitica 1,054 £ 0,07 g (n = 10); 0,5358 + 0,03g (n = 7); 1,043 £ 0,02g (n = 14); 1,043 + 0,029
(n = 8). Foram adicionados a cada amostra 8mL de agua desionizada e 3g de NaCl. Para a
extracdo dos compostos volateis por headspace utilizou-se um suporte de amostrador
automatico para fibra CAR/PDMS. Foram identicados 40 compostos volateis: (12) Aldeidos
(7), Alcoois (4), Hidrocarboneto Aromatico (4), Sesquiterpeno (4), Diterpenos (3), Cetonas (2),
Hidrocarbonetos (2) e Ester (1).

Palavras-chave: Ninho-armadilha. VVolateis. Colonizacdo. Atratividade.
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ABSTRACT

Chemical ecology has been an important tool for the knowledge and identification of chemical
compounds that intervenes on the behavioral regulation of bees in intraspecific and interspecific
communication systems. Previous studies have suggested that volatile compounds should play
a role in attracting females for nesting, besides that, they are associated with the recognition of
own nests by solitary bees in aggregations. Studies on volatile compounds emitted by solitary
bees are still incipient, however, not less important. This study aimed to research the major
VOC:s existing in nests of Centris analis through the use of solid-phase microextraction-SPME,
that being so, identifying what stage, of larval development and nest, they are produced and/or
released the compounds that could still be present after the emergence of adults. For the
composition of samples, we collected food of immatures, larvae, oil and resin, and used nests.
The samples were stored in 20ml glass jars, sealed with screw lids containing silicone septum
previously homogenized and weighed in analytical scales 1,054 + 0,07 g (n = 10); 0,5358 +
0,03g (n=7); 1,043 £ 0,029 (n = 14); 1,043 £ 0,02g (n = 8). For each sample, we added 8ml of
deionized water and 3g of NaCl. For the extraction of volatile compounds by headspace
sampling, we used an auto-sampler holder for CAR/PDMS fiber. We identified 40 volatile
compounds: (12) aldehydes (7), alcohols (4), aromatic hydrocarbon (4), Sesquiterpenes (4),
Diterpenes (3), ketones (2), hydrocarbons (2) and Ester (1).

Keywords: Trap-Nest. Volatile. Colonization. Attractiveness.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo importantes para a manutencdo da biodiversidade nos mais diversos
ecossistemas terrestres (COSTANZA et al., 1997; IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-
SILVA, 2010; SILVA et al., 2012; ALEIXO et al., 2013). Isso porque elas desempenham um
dos principais dos servigos ecossistémicos, a polinizacdo, realizada ao visitarem as flores para
a obtencéo de recursos como o polen, néctar e 6leos florais que sdo usados para a propria
sobrevivéncia e de suas crias (MICHENER, 2007).

Além de sua indiscutivel importancia na manutencdo dos ecossistemas naturais, as
abelhas também s&o consideradas polinizadores primordiais de espécies de plantas cultivadas
(KREMEN et al., 2007; POTTS et al., 2010). Uma das preocupagdes desse milénio é conciliar
a manutencdo da biodiversidade com a producdo de alimento levando em conta a
sustentabilidade (IPBES, Plataforma intergovernamental ciéncia-politica sobre a
biodiversidade e os polinizadores dos servigos ecossistémicos, www.ipbes.net; NABHAN;
BUCHMANN, 1997; CUNHA et al., 2014). Para isso, muitos estudos tém sido focado na
manutencdo das abelhas e na avaliacdo dos impactos do seu desaparecimento nos servicos de
polinizacdo e consequentemente na producdo de alimento (LOSEY; VAUGHAN, 2006;
FREITAS; IMPERATRIZ-FONSECA, 2005). Estudos relacionado com redes de interacao
abelha-planta (DICKS et al., 2002; PIGOZZO; VIANA, 2010), nidificacio (KROMBEIN,
1967; CAMILLO et al., 1995; GAROFALO, 2000; AGUIAR et al., 2003), nicho tréfico
(SCHLINDWEIN, 1998; CORTOPASSI-LAURINO, 2003), efeitos das mudancas climaticas
(KLEINERT-GIOVANNINI, 1982; OLIVEIRA et al., 2012) e dos pesticidas sobre a
mortalidade das abelhas (THOMPSON, 2010; PINHEIRO; FREITAS, 2010) tem sido
amplamente divulgado.

No mundo existem mais de 20 mil espécies de abelhas descritas, com diversos tamanhos
e cores, sendo que mais de 85% delas possuem habito de vida solitario (BATRA, 1984;
MICHENER, 2007). Embora seja conhecida essa riqueza de espécies solitarias, pouco se sabe
sobre 0 comportamento de nidificacio para a maioria delas (GAROFALO, 2000). Essa falta de
conhecimento impede a sua cria¢do e até mesmo sua manutencdo em areas naturais e cultivadas.
O conhecimento mais aprofundado que temos sobre as espécies solitarias, esta relacionado
aquelas que constroi seus ninhos em cavidades preexistentes (JESUS; GAROFALO, 2000;
ALVES-DOS-SANTOS; CAMILLO, 2005; DRUMMONT; SILVA; VIANA, 2008). Isso
porque apds a publicacdo de Krombein em 1967, sobre o uso de ninhos-armadilha, foi
disseminada essa técnica por varias regides do mundo (GAROFALO et al., 2004). Com 0 uso
desses ninhos-armadilha, feitos com diferentes tipos de substratos, ficou mais facil amostrar as
fémeas fundadoras (KROMBEIN, 1967; GAROFALO, 2000).
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O uso de ninhos-armadilha tem possibilitado o conhecimento sobre a diversidade de
abelhas solitarias em diferentes biomas no Brasil (GAROFALO et al., 2004; MESQUITA et
al., 2009; MORATO et al., 1999; DRUMMONT et al., 2008), a identificacdo dos materiais
usados na construcdo de seus ninhos (ALVES-DOS-SANTOS 2003), a arquitetura dos ninhos
(JESUS; GAROFALO, 2000), a razdo sexual dos individuos emergentes (BUSCHINI;
WOLFF, 2006), as relagdes entre parasitas (GAZOLA; GAROFALO, 2003) e também avaliar
0 nicho tréfico delas (DOREA et al., 2009; SILVA et al., 2010a; GONCALVES et al., 2012).
O estudo do nicho trofico tem sido fundamental para 0 manejo e conservacdo das abelhas
(AGUIAR et al., 2010; SILVA et al., 2010b, SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2016).

Com os ninhos-armadilha foi possivel manejar as abelhas solitarias Megachile rotundata
Fabricius em cultivos de alfafa (Medicago sativa L., Leg. Fabaceae) (PITTS-SINGER; CANE,
2011) nos Estados Unidos e Canadé e as abelhas do género Osmia em pomares de macas nos
Estados Unidos, Europa e Japdo (TORCHIO, 1984; MATSUMOTO et al., 2009; GRUBER et
al., 2011). No Brasil, espécies de abelhas nativas que ocupam os ninhos-armadilha vém sendo
indicada com potencial uso para polinizacdo dirigida em cultivos de aceroleira (Malpighia
emarginata DC, Malpighiaceae) (OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2009; MAGALHAES;
FREITAS, 2013; SAZAN et al., 2015), maracujazeiro (Passiflora spp.) (FREITAS; OLIVEIRA
FILHO, 2003; JUNQUEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012; SILVA et al., 2014) e cajueiro
(Anacardium occidentale) (FREITAS,1997; FREITAS; PAXTON,1998; FREITAS et al.,
2014), com énfase nas abelhas das tribos Xylocopini e Centridini.

Dentre as espécies da tribo Centridini, Centris (Heterocentris) analis (Fabricius, 1804)
constroi seus ninhos em cavidades preexistentes e isso fez com que se tornasse uma das espécies
mais bem estudada no Brasil quanto ao seu comportamento de nidificacdo (COVILLE et al.,
1983; CAMILLO et al., 1995; VIEIRA-DE-JESUS; GAROFALO, 2000) e comportamento
alimentar (DOREA et al., 2010; RABELO et al., 2012; SILVA et al. em preparagio).
Consequentemente, C. analis foi indicada como a primeira abelha solitaria coletora de 6leo a
ser manejada para polinizacdo aplicada em cultivos de aceroleira (OLIVEIRA;
SCHLINDWEIN, 2009), tendo também potencial para ser usada também na producdo do
muricizeiro (Byrsonima crassifolia), cajueiro (Anacardium occidentale), aceroleira (Malpighia
emarginata DC) e tamarineiro (Tamarindus indica L.) (FREITAS; PAXTON, 1998;
VILHENA; AUGUSTO, 2007; REGO et al., 2006).
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Um dos fatores associados a atragdo das abelhas estd relacionando a sua ecologia
quimica, a qual ndo se conhece quase nada para as abelhas solitérias, dentre elas C. analis.
Nesse sentido, a ecologia quimica tem sido importante para a compreenséo da funcéo e do
significado das substancias quimicas naturais que mediam as interacdes entre 0s organismos
vivos (HARBORNE, 2001; PIANARO, 2007).

Tais substancias quimicas utilizadas na intermediacdo de relacBes de seres vivos, em
geral, sdo denominadas semioquimicos, o que significa “sinais quimicos”, podendo ser estes
aleloquimicos ou feromonios, dependendo da acdo que provoquem. Os aleloguimicos séo de
acdo interespecifica e os feroménios sdo substancias quimicas de acdo intraespecifica (BRITO,
2015). Por meio da deteccdo e emissdo destes compostos que 0s insetos encontram seus
parceiros para o acasalamento, alimento ou presa, escolhem local de ovoposicao, se defendem
contra predadores e organizam suas comunidades, no caso dos insetos sociais (ZARBIN;
RODRIGUES, 2009). Os compostos organicos volateis (COVs) apresentam varias funcGes eco-
fisioldgicas na natureza e prova disso, sdo os odores de flores. Dada a sensibilidade dos insetos,
as pequenas concentracdes de substancias quimicas volateis emitido pelas flores sdo capazes de
atrai-los a longas distancias (HARBORNE, 1998; ZARBIN et al., 2013).

Estudos sobre os COVs emitidos por abelhas solitarias ainda sdo incipientes, mas nédo
menos importantes. Tendo em vista, que para criar e manejar abelhas, seja em areas naturais ou
cultivadas, € necessario primeiramente atrai-las até os ninhos-armadilha (JESUS;
GAROFALO, 2000). Nesse sentido, ha poucos estudos que apontam os fatores que influenciam
0 encontro e a escolha dos locais de nidificacdo pelas fémeas (MORATO; MARTINS, 2006).
Verificamos que faltam protocolos que possibilitem estudar os COVs nos ninhos-armadilha e
a partir desse conhecimento, aplica-los em ensaios bioldgicos que permitam avaliar os seus
efeitos na atratividade das abelhas (Sousa et al., em preparacéo).

Dessa forma, 0s objetivos deste estudo foi investigar os COV's majoritarios presentes em
ninhos de Centris analis utilizando a microextracdo em fase sélida (SPME), para assim,
identificar em qual fase do desenvolvimento larval e do ninho sdo produzidos e/ou liberados 0s
compostos que poderiam continuar presentes apos a emergéncia dos adultos. Nossa hipotese €
que h& uma variacdo na diversidade de COVs segundo o desenvolvimento larval e do ninho e

que determinados compostos permanecem no ninho apos a emergéncia.
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NOs esperamos que 0s resultados obtidos nesse estudo possam subsidiar 0s ensaios
biologicos com os COVs identificados e avaliar quais deles estdo diretamente associados a
atratividade de novas fémeas fundadoras na populacdo. A partir da identificacdo de tais
compostos serd possivel desenvolver pacotes tecnologicos que facilitardo a atragéo, a criacéo e
0 manejo de C. analis para o uso na polinizacdo aplicada em cultivos onde essa abelha atua
diretamente como polinizadora efetiva, como por exemplo, em flores da aceroleira
(OLIVEIRA; SCHLINDWEIN, 2009). A velocidade na atracdo e ocupacdo pelas fémeas

fundadoras C. analis pode determinar 0 sucesso na sua manutencéo e na producéo de frutos.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no Setor de Abelhas do Departamento de Zootecnia no campus
da Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza (3° 44' 33" S; 38° 34' 44 °38" O) (Figura 1) e
no Laborat6rio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais LMQPN-EMBRAPA no periodo
de maio a agosto de 2016.

O clima da regido é caracterizado como Aw’ tropical quente subumido (KOPPEN, 1948),
com periodo chuvoso ocorrendo de janeiro a maio, pluviosidade e média de 1338,0 mm e
temperatura média anual de 27°C (FUNCEME, 2015).

A vegetacdo original da area é do tipo tabuleiro pré-litoraneo com fisionomia de floresta
semidecidua e mata de tabuleiro (MORO et al., 2015), atualmente a area é composta por
vegetacdo original, mas também por espécies nativas e exdticas usadas no paisagismo (RCPOL-

Rede de Catalogos Polinicos online, www.rcpol.org.br).

Figura 1.Localizacdo da area para coleta de material biolégico.

Fortaleza

Fonte: google imagens
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Coleta de material bioldgico

Para a coleta do material biolégico, foram utilizadas ninhos-armadilhas, constituidos por
blocos de madeira (20 cm x 13 cm x 2 cm) com 10 orificios de 5mm (Figura 2a) e tubos de
cartolina preta com comprimento de 12cm e didametro de 4,5mm (Figura 2b). Diariamente 0s
ninhos-armadilha foram vistoriados apds concluidos e fechados (Figura 2c) pelas fémeas de
Centris analis, foram removidos e mantidos no Laboratorio de Anélises do Setor de Abelhas
para coleta de material bioldgico. Os ninhos foram mantidos em BOD (Biochemical Oxygen
Demand) (Figura 2d) a 27°C e umidade relativa de 60%, até a emergéncia dos adultos. Os
adultos emergidos foram soltos e o ninho pdés-emergéncia foram usados para as analises
quimicas.

Figura 2. (a) Blocos de madeira (20 cm x 13 cm x 2 cm) com 10 orificios de 5mm; (b) Tubos
confeccionados com cartolina preta, 12cm comprimento e 4,5mm de didametro (c) Fémea de
Centris analis operculando a entrada do ninho (d) BOD (Biochemical Oxygen Demand)

A RBMA

7

o R

Fonte: Autor

Apo6s o fechamento de cada ninho pelas fémeas 0os mesmos foram substituidos por novos,
para garantir que houvesse sempre disponibilidade de locais para nidificacdo. Nesse estudo
foram coletadas amostras de diferentes grupos: alimento de imaturos (n = 10); larvas (n = 7);
material usado pelas fémeas para opercular a entrada nos ninhos (6leo + resina) (n = 14); ninhos
apos a emergéncia (n = 8) (Figura 3a-d).



Figura 3. (a) Alimento de imaturos; (b) Larvas; (c) Oleo e resina; (d) Ninhos apos
emergéncia.

a

onte: to
Para a coleta foram usadas espatulas previamente esterilizadas e as amostras
acondicionadas em frascos de vidro de 20ml selado com tampas de rosca contendo septos de
silicone/PTFE (Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Para a composi¢do da amostra ninho usado,
partes dos ninhos recém aprovisionado pela fémea de C. analis foram coletadas e
acondicionadas em tubos de plastico transparente fechados com rolha de cortica.

Para cada tipo de amostra a ser analisada, o material bioldgico foi homogeneizado e
pesado em balanga analitica (AY220 marte®). Posteriormente, as amostras foram
acondicionadas em caixa térmica com gelo para serem transportadas até o Laboratério de
Multiusudrio de Quimica de Produtos Naturais LMQPN-EMBRAPA, para serem
acondicionadas em ultra-freezer vertical (CL 600®). O material foi acumulado até obter uma
quantidade de massa suficiente para as avaliacdes em quintuplicata. Para as amostras do grupo
4, ninhos usados foram cortados e pesados e logo apds inseridos em frascos para compor a

quintuplicata.

37



Analise Quimica

Para as analises foram adicionados a cada amostra 8mL de agua Mili-Q (Merck
Millipore®), 3g de NaCl, e cerca de 1,054 + 0,07 g da amostra de alimento, 0,5358 + 0,03 g da
amostra de larvas, 1,043+ 0,02 g de material depositado na entrada do ninho (6leos florais e
resina) e 1,043+0,02g de ninho usado. As analises foram realizadas em quintuplicata,
separando-se sempre uma amostra para controle, constituida por 8mL de H2O e 3g de NaCl.
Para a extracdo dos compostos volateis por headspace utilizou-se um suporte de amostrador
automatico para fibra de SPME (Solid Phase Micro Extration) CAR/PDMS polaridade mista
(Carboxen/Polidimetilsiloxano) 75um de lem da marca Supelco, Belafonte, PA, EUA (ver
capitulo Il, SOUSA et al.)

O procedimento de extracdo por SPME foi conduzido em amostrador automatico (Pal
System, Zwingen, Suica) acoplado ao sistema GC-MS. Inicialmente a amostra foi submetida a
formacdo do headspace por aquecimento a 60°C por 15 minutos, para posterior captura dos
COVs durante 30 minutos. Em seguida, os compostos foram dessorvidos no GC durante 3
minutos. Posteriormente, a fibra foi submetida ao procedimento de limpeza com fluxo de Hélio
por 10 minutos na temperatura indicada pelo fabricante variando de acordo com a fase
estaciondria da fibra (240°C/30 min para PDMS, 260°C/60 min para DVB/CAR/PDMS e
290°C/60 min CAR/PDMS).

A identificacdo dos COVs foi feita em cromatografo a gas Modelo 7890B GC System
(Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha) acoplado ao espectrobmetro de massa
Modelo 5977A MSD (Agilent Technologies Spain, S.L., Madrid, Espanha)

Os compostos foram separados utilizando uma coluna capilar HP 5MS (Agilent J & W
GC Columns, Santa Clara, CA, EUA) de 30m x 250pum x 0,25um. As amostras foram injetadas
no modo splitless e o gas de arraste foi 0 Hélio com uma vazéo de 1 mL min. As temperaturas
do injetor e do analisador foram 240 e 150°C, respectivamente. Programagdo forno
cromatografico: temperatura inicial de 40°C por 4 minutos, com rampa de aquecimento de
2,5°C.mint até 80 °C, 5°C.mint até 110 °C, 10°C.min* até 220 °C por 2 minutos e acréscimo
de 10°C.mintaté 290°C permanecendo por 4 minutos ao término da corrida (50 minutos).

Os espectros de massa foram obtidos utilizando um sistema de analisador quadrupolar
com ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV. Os compostos foram identificados por
comparacdo de seus espectros de massa com os contidos na biblioteca NIST 2.0, 2012
(Nacional Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Md, EUA), efetuada pela
comparacdo do indice de retencéo linear calculado equacéo de Kovats utilizando uma série
homologa de n-alcanos C8-C30 (Supelco, 49451-U, Bellefonte, PA, EUA).
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Analise dos dados

Os dados foram analisados utilizando o Software Mass Hunter®,2010. (Agilent
Technologies EUA), por comparacdo de seus espectros de massa contidos na biblioteca NIST
2.0, 2012 (Nacional Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, Md, EUA). O
percentual relativo de area média foi obtido por meio da média das intensidades de area dos

cromatogramas com o respectivo desvio padrao.

RESULTADOS

Neste estudo um total de 40 compostos volateis foram identificado nos grupos de
amostras analisadas. Os percentuais relativos de area dos COVs para cada grupo de amostra
estdo demonstrados na Tabela 1. Os COVs pertencem as seguintes classes de compostos
quimicos: Monoterpeno (12), Aldeidos (7), Alcoois (4), Hidrocarboneto Aromatico (4),
Sesquiterpeno (4), Diterpenos (3), Cetonas (2), Hidrocarbonetos (2) e Ester (1). Os compostos
cis-B-ocimeno (35,7%), 2-Etil-1-hexanol (30,24%), p-xileno (24,59%) e 1-Octanol (20,63%)
apresentaram maior percentual relativo de area entre os COVs identificados neste estudo
(Tabela 1).
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Tabela 1. Percentual relativo de area média com respectivos desvios padrdo de compostos
organicos volateis identificados nos grupos de amostras de ninhos de Centris analis extraidos
com o tempo de exposi¢do de 30 minutos para fiora CAR/PDMS.

Compostos Volateis Kl Alimento Larva Ninho Usado Oleo e Resina
Alcoois

1-Octanol 1077 1,69 + 0,55 20,63 +7,75

2-Etil-1-hexanol 1034 30,24 + 6,27

2-Heptanol 904 6,96 + 1,62

3-Octen-1-ol 984 3,50 + 0,47

Hidrocarboneto

4,6-Dimethyldodecane - 2,48 +0,33 0,66 + 0,16
Decanal 1207 1,44 +0,52 2,42 +0,38

Hidrocarboneto

aromatico

Etilbenzeno 868 3,68 £0,41 4,00 + 0,62
o-xileno 894 13,86 +0,62 3,98 £ 0,59
p-cimeno 992

p-xileno 864 24,59 + 3,10 6,93 + 0,22
Cetona

6-Metil-5-hepten-2-ona 990 5,17 £ 0,89

trans-3-pinanona 1159 4,12 £ 0,77

Ester

éﬁte;ﬁtool de 3-metil-1- 882 11,00 + 4,86

Diterpeno

a-copaeno 1379 0,68 £ 0,37 1,16 £ 0,12

a -CUrcumeno 1487 1,27 +0,49

a -muuroleno 1504 449+ 1,28

Aldeido

Benzaldeido 961 10,73+ 0,58

Benzeno acetaldeido 1045 6,51 +2,01 18,51+10,17 5,02 +0,15 6,17 £ 0,52
Heptanal 903 13,50 + 3,43
Hexanal 803 12,72 £ 0,67 7,47 £0,86 11,77 £1,60
Nonanal 1105 7,48 £1,34 5,78 +£0,30 5,59 £0,22 9,21 +£1,63
Octanal 1003 3,84+1,31 11,52+3,00 2,60+0,36 2,31+0,35
p-ment-1-en-7-al - 1,82 +0,29

Monoterpeno

p-cariofileno 1425 2,87+0,51 2,64 +£0,64 1,21 + 0,46

p-ciclocitral 1222 1,17 + 0,26

Borneol 1165 1,83+0,34

Canfora 1146 7,42 +0,57

Cipereno 1402 1,94 +0,36

cis-g-ocimeno 1037 3,38+1,05 35,77 + 5,68
cis-calameneno 1531 547 +2,15

Eucaliptol 1031 1,09 +0,89

Fenchol 1121 3,37+0,28

Continuagéo Tabela 1

Compostos Volateis Kl Alimento Larva Ninho Usado  Oleo e Resina
Fenchona - 2,04 £0,21

Mentona - 2,73+£1,30
Neo-allo-ocimeno 1131 3,28 +0,93




Sesquiterpeno

Longifolene 1402 0,73+0,03
trans-S-farneseno 1460 4,60 +1,19 528+1,22
trans-calameneno - 1,29 +£0,63
trans-nerolidol 1569 3,08+1,52 5,24 +1,45

Fonte: Autor

Comparando-se entre as classes quimicas, os aldeidos € a classe de maior
representatividade no total de COVs identificados neste estudo (Figura 4), sendo o Benzeno
acetaldeido (18,51%) detectado na amostra de larvas o composto de maior representatividade
entre os aldeidos. A classe dos Monoterpenos podemos observar que é a segunda mais
representativa (Figura 4), sendo o composto cis-S-ocimeno (35,77%) detectado na amostra de
oleo e resina, 0 composto representativo nesta classe (Tabela 1).

Os alcoois foi a terceira classe mais representativa, sendo o composto 2-Etil-1-hexanol
(30.24%) identificado na amostra de ninho usado e 1-Octanol (20.63%) identificado na amostra
de larva, os compostos que apresentam maior percentual de area relativo para esta classe
(Tabela 1). Os Hidrocarbonetos aromaticos é uma classe que fora detectada em apenas duas das
amostras (larvas, 6leo e resina). O composto p-xileno (24,59%) presente na amostra de larvas
€ 0 composto representativo para esta classe. Sesquiterpenos fora a classe identificada em
apenas duas amostras (alimento e ninho usado), sendo o composto trans-g-farneseno (5,28%)
detectado na amostra de ninhos usado, 0 composto representativo para esta classe. Apenas um
composto da classe Ester, o Acetato de 3-metil-1-Butanol (11,00%), foi detectado na amostra
de alimento de imaturos.

Neste estudo, a classe das cetonas fora detectada em duas amostras (alimento e ninho
usado), sendo o compostos 6-Metil-5-hepten-2-ona (5,17%) presente na amostra alimento de
imaturos, o voldatil representativo para esta classe. Os Hidrocarbonetos fora a classe que 0s
valores de percentual relativo de area entre duas amostras (larva e ninho usado) estdo préximos,
sendo o composto 4,6-Dimethyldodecane (2,48%) identificado na amostra de larva, o volatil
representativo para esta classe. Diterpenos apresenta baixa concentracao entre todas as classes
identificadas neste estudo (Figura 4), sendo o composto a —muuroleno (4,49 %) presente na

amostra de alimento o composto representativo para esta classe.
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DISCUSSAO

Neste estudo, buscamos abranger a maior faixa possivel de extracdo e identificacdo dos
COVs, apresentando resultados interessantes do ponto de vista de variabilidade quimica, pois
foram detectados 40 compostos diferentes, distribuidos em 9 classes quimicas. A identificacdo
do volatil majoritario ndo significa especificamente que composto seja 0 responsavel pela
atratividade, pois serdo necessarios testes bioldgicos com diferentes concentragcdes para
determinar o(s) composto(s) responsaveis pela atratividade de fémeas fundadoras C. analis.
Contudo, isso somente sera possivel a partir dos resultados encontrados nesse estudo.

Oleo e resina, foi a amostra a qual foi detectada o volatil majoritéario, cis-f-ocimeno
(35,77%) um monoterpeno. Este volatil foi encontrados em baixas concetra¢cdes em hastes
florais de Lysimachia punctata, planta que fornece 6leos florais como recompensa a abelha
Macropis fulvipes (DOTTERL et al., 2010).Terpenos sdo comumente associados & atracdo de
polinizadores generalistas, incluindo abelhas, moscas e borboletas (DOBSON, 2006).
Leonhardt et al. (2010), constatou que abelhas sem ferrdo dependem de terpenos volateis para
localizar ou reconhecer fontes de resina. As propriedades da resina sdo em grande parte devidas
a presencga de terpenos (LANGENHEIM, 2003; GERSHENZON; DUDAREVA, 2007)
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Os compostos 2-Etil-1-hexanol (30,24%) e 1-octanol (20,63%), pertencem a classe dos
alcoois, detectados neste estudo em amostras de ninho usado e lavas respectivamente. Neste
estudo, estes compostos apresentam-se como volateis majoritarios. Guedes (2015), identificou
a presenca de 2-Etil-1-hexanol em flores de pinha (Annona squamosa) (Anonacea), polinizada
por besouros os quais sdo atraidos por flores de aromas fortes. Em um estudo realizado por
Jakobsen, et al. (1995), os autores verificaram que apés a introducdo do 2-etil-1-hexanol em
colmeia de abelhas (Apis mellifera L.) e ninhos de (Bombus terrestris L.), as abelhas eram
influenciadas por estimulos odoriferos deste volatil, influenciando nas escolhas de
forrageamento induzindo um namero significativo de visitas a sitios contendo este composto.

Cordeiro et al. (2016), verificou que aromas liberados por flores de cambuci
(Campomanesia phaea), tem o 1-octanol como um dos principais volateis, responsavel pela
atrividade em polinizadores noturnos. Este alcool é constituinte do feromonio de alarme em
abelhas Apis mellifera L. (KRAUS, 1990). Por tanto, estudos demostraram que estes alcoois
participam da interagdo plantas-polinizador, assim como participam do comportamento em
abelhas sociais.

Nossos resultados mostram a presenca de benzeno acetaldeido, octanal e nonanal em
todas as amostras. Investigando odores de polen na atratividade em espécies de abelhas
oligolecticas, Jurgens e Dotterl (2004), verificaram a predominancia dos aldeidos octanal e
nonanal, como compostos mais comuns identificados em amostras florais. Klatt et al. (2013),
em estudo feito com Osmia bicornis L., verificou que os compostos (benzaldeido, octanal,
nonanal), estdo entre os compostos volateis mais freqlientemente emitidos em flores de
morango (Fragaria L.) atraindo a abelha O. bicornis. Roy e Raguso (1998), verificaram que
as abelhas eram atraidas para pseudo-flores, associado a emissdo de volateis entre eles o
benzaldeido tornando-o olfativamente diferente. Aldeidos estdo diretamente ligados a emissdo
de cheiro antes da polinizagdo (DOTTERL et al., 2010).

J4 na amostra de alimento de imaturos, podemos observar que houve uma maior
variabilidade de COVs identificados 21, isto se deve pela composi¢cdo da amostra constituida
por polen, néctar e dleo floral. Entre os compostos florais (octanal, nonanal e benzaldeido) tém
sido relatado como os mais frequente (HAMILTON-KEMP et al., 1990; KLATT et al., 2013),
no presente estudo, estes trés volateis representam (22,05%). Alguns dos compostos
identificados em alimento de imaturos, por exemplo, (eucaliptol, a-copaeno, S-ciclocitral, 2-
heptanol) foram detectados na composi¢do de fragrancias de espécies de orquidea, Anthurium
(Araceae) polinizadas por Cecidomyiidae, Drosophilidae e Euglossini (SCHWERDTFEGER
et al., 2002).
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Ratnayake et al. (2007), observaram que as plantas podem emitir odores que imitam
feromonios glandula tergal em abelhas Bombus, sendo responsavel pelo recrutamento de
forrageiras (GRANERO et al.,2005). O éster acetato de 3-metil-1-Butanol (11,00%)
encontram-se na natureza na forma de gorduras e 6leos vegetais, apresenta odor suave (6leo de
banana) (DUAN et al., 2015). O composto p-xileno (24,59%) detectado em amostras de larvas,
foi relatado em um estudo feito por Couto et al.(2014), onde os autores verificaram que este
composto seriam responsavel pela atracdo de Vespa velutina em colméias de Apis cerana e Apis
mellifera L. como pista olfativa de larvas.

Assim, pode-se observar que alguns dos compostos volateis aqui detectados, foram
estudados para algumas espécies de abelhas (sociais ou solitaria), muitos ainda sdo
desconhecidos em relacdo ao mecanismo de acdo em Centris analis, fazendo-se necessario

testes biologicos.

CONCLUSOES

O presente trabalho proporcionou o desenvolvimento de dois topicos relacionados a
compostos volateis em ninhos-armadilha de Centris analis, fornecendo uma importante
contribuicdo através da validagdo do método de extracdo (SPME) por fibra extratora,
proporcionando a identificacdo de varios compostos.

Os resultados mostraram uma variacdo na diversidade de COVs que permanecem no
ninho apds a emergéncia.

Faltam protocolos que possibilitem estudar COVs nos ninhos-armadilha de C. analis, e
os resultados obtidos pode subsidiar ensaios biolégicos para avaliar se 0s compostos estdo

diretamente associados a atratividade em fémeas fundadoras.
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dissertagdo — o que compete ao RESUMO GERAL e ao CAPITULO Il —
infitulada “ECOLOGIA QU]I]IC.—':. COMO UM MEDIADORE NA
ATRATIVIDADE DE FEMEAS Centris analis (HYMENOPTERA, APIDAFE)
PARA COLONIZACAO DE NINHOS, CRIACAO E MANEJO", auforia de
Paulo Herbesson Pereira de Sousa, estudante concluinte de mestrado, area
de concentragdo de produgdo e melhoramento animal, do programa de Pos-
Graduagdo em Zootecnia, pela Universidade Federal do Ceara — UFC. A
revisdo consistiu em comegdo gramatical, adequac3o vocabular, inteligibilidade
do texto de acordo com as normas técnicas, bem como evenfuais comegbes de
contextualizac3o.

Maceid, 22 de maio de 2017.

? (L%
Femanda Gomes da Silva
Graduada em Letras — Licenciatura

Universidade Federal de Alagoas — UFAL
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REPUBLICA FEDERA TIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS

Graduagao em Letras iy

I zcenczado em Letras

conelusdo do Curso de
em  29/09/2010 . confere o titulo de
o Fernanda Gomes da Silva

natural de_ Sdo Paulo - SP nasc1do(a) a

portador(a) da Carteira de Identidade noi 99001059890 -, expedida pelo(
Seguranca Piblica do Estado de Alagoas a outorga—lhe 2 presente Dlploma e

2010

Brasileira
23/1 11982

Secretarza

, de nacionalidade

“que possa gozar de todos os direitos e p’rerrbgati\'as legais.
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Pré-Reitor de Graduagido Diplomado
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