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INTRODUCAO

Desde as primeiras observagdes sobre o comportamento se-
xual dos insetos, datadas do comeco do século, a atragdo em
geral exercida pelas fémeas sobre machos da mesma espécie,
tem despertado a curiosidade dos cientistas para este intrigante
comportamento.

Fabré!, em seus experimentos de atratividade de machos por
fémeas, ficou tdo impressionado com a disténcia na qual estas
atra¢Ges poderiam ocorrer, que descartou a possibilidade desta
resposta ser mediada por odores quimicos, uma vez que ele
mesmo ndo era capaz de detectar tais substéncias.

Muitos estudos foram necessirios para se concluir que tal
suposi¢ao era incorreta, e hoje, o nosso conhecimento sobre o
assunto, atingiu um grau muito mais elevado do que poderiam
imaginar Fabré e seus contemporaneos.

A comunicagdo quimica é o modo primdrio utilizado pelos
insetos para a transferéncia de informagdes®. Os entio chama-
dos “atraentes sexuais”, ou como sdo conhecidos hoje
“feromdnios sexuais™, sdo substincias quimicas, especificas
para cada espécie, utilizadas para atrair os membros do sexo
oposto. Ao serem emitidas, e posteriomente detectadas, as ati-
vidades pré-copulatdrias seriam iniciadas.

A primeira identificagdo quimica de um feromdnio sexual,
utilizado pela mariposa Bombyx mori (bicho da seda), foi re-
sultado de mais de vinte anos de pesquisa®. Este trabalho des-
pertou grande interesse, ndo apenas pelo pioneirismo, mas tam-
bém pela simplicidade da estrutura quimica atribuida ao
feromonio. Os trabalhos subsequentes, como os referentes as
espécies Trichoplusia ni® e Argyrotaenia velutinana®, tornavam
aparente que a maioria dos feromdnios sexuais teriam estrutu-
ras moleculares igualmente simples.

A demonstragio feita por Shorey e colaboradores’ de que
esses compostos poderiam ser utilizados para o controle de
populagdes de insetos através da confusio causada na comuni-
cacao sexual, demonstracdo esta concomitante a necessidade
emergente de descobrir métodos atéxicos para o controle de
insetos®, causou uma “explosdo” no interesse em se entender
todos os aspectos envolvidos na comunicagdo quimica, desde a
natureza quimica dos compostos aos caminhos biossintéticos
seguidos para a produgdo do feroménio.
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Por contemplar muitos aspectos diversos, as pesquisas neste
campo se caracterizam por serem interdisciplinares, uma vez
que envolvem a participagdo de quimicos, biélogos, entomélo-
gos e agrdnomos, entre outros.

O maior problema encontrado para a identificagdo de
feromdnios estd no fato desses materiais biologicamente ativos
serem produzidos pelos organismos em quantidades extrema-
mente baixas, no meio de uma grande quantidade de compos-
tos inativos, porém quimicamente semelhantes.

Com isso, o processo de identificagdo requer técnicas gerais
¢ procedimentos que permitam a obtengdo de materias naturais
puros, em escala de nanogramas. O sucesso no isolamento e
identificagdo do(s) composto(s) biologicamente ativo(s) sem-
pre estard relacionado ‘a escolha correta dos procedimentos
analiticos envolvidos.

A seguir, serdo descritos alguns dos procedimentos comu-
mente utilizados neste processo’.

COLETA DE MATERIAL

Para a identificagdo do feromdnio sexual de Bombyx mori,
mais de 500 mil insetos foram utilizados no processo de extra-
¢30'%. Logicamente isso se fez necessdrio, em fungio dos bai-
X0s recursos tecnolégicos existentes na época, que impossibili-
tavam a andlise de pequenas quantidades de material.

Com o avango das técnicas fisico-quimicas de anélise, prin-
cipalmente da espectroscopia de massa e da cromatografia ga-
s0sa, € o alto grau de sensibilidade e resolugio que estes equi-
pamentos oferecem, isso deixou de ser necessério, sendo que
hoje, normalmente, a extragdo de um pequeno nimero de inse-
tos ji é suficiente, para que se possa adquirir os primeiros
dados espectrais da molécula.

Os métodos utilizados para a coleta de feromdnios sdo ba-
sicamente dois:

1) Aeragdo (coleta de voliteis);

2) Extragdo por solvente (extragdio direta da glandula);

Leal e colaboradores!! utilizaram ambos os métodos para a
extracdo do feromdnio de Heptophylla picea, e relataram dife-
rengas significativas entre os processos. Do mesmo modo, Silk
e colaboradores'?, trabalhando na identificacdo do feromdnio
de Choristoneura fumiferana, mostraram que as quantidades
de material obtidas através das duas técnicas mencionadas, ndo
s30 necessariamente as mesmas.
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Aeracgio

Através do processo de aeragdo, todos os voléteis emitidos
pelos insetos, o que inclui os feroménios, sdo coletados.

Os compostos sdo adsorvidos em polimeros especiais
[Porapak Q (etilvinilbenzeno-divinilbenzeno; Supelco), Tenax
(6xido de 2,6-difenil-p-fenileno; Supelco), etc.] e a dessorgdo
é realizada utilizando-se solventes como diclorometano, hexano
e éter, com um alto grau de pureza. A preferéncia por tais
solventes se deve a volatilidade dos mesmos, o que possibilita
a evaporagdo sem que os materiais coletados sejam expostos a
altas temperaturas. Ainda assim, perdas de material por arraste
poderdo ser observadas.

Por ndo se saber, a principio, qual a faixa do dia em que a
produgdo de feromdnios é mais efetiva, a coleta é sempre rea-
lizada durante um periodo de 24 horas.

Os sistemas de aeragio utilizados geralmente s3o de vidro e
podem ser esquematizados como mostrado na Figura 1.

Comparti de aeragiio; dimensd
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Figura 1. Sistema utilizado para a coleta de voldteis (aeracdo).

Na entrada do sistema, € adaptada uma coluna contendo
carvio ativado, para que o ar seja pré-filtrado. A um fluxo de
1 L/min, os voléteis s@o arrastados até a extremidade oposta e,
entdo, adsorvidos no polimero. Cabe ressaltar que este proces-
so ndo ir4, necessariamente, garantir uma total adsor¢do dos
compostos € de todos os componentes. A utilizagdo inicial de
diferentes polimeros é recomendada, sendo que uma compara-
¢do posterior dos resultados alcangados, indicaria o melhor sis-
tema a ser empregado. Apés o tempo adequado (24 h), inter-
rompe-o vicuo e a coluna contendo os compostos adsorvidos é
desconectada do sistema.

O processo de dessorgdo dos voléteis deve ser feito utili-
zando-se uma pequena quantidade de solvente (~ 2,5 mL), de
modo a diminuir o grau de impurezas, visto que o volume final
do extrato serd extremamente reduzido (se¢do - Concentrando
0s extratos).

Extracéo por solvente

A extracd@o por solvente é, sem divida, a metodologia mais
utilizada para a coleta de feromdnios, pois, além da praticidade
do método, esta requer um tempo muito menor para a obtengio
do material, do que a aeragdo. No entanto, utilizando-se deste
processo, o material coletado sempre ird apresentar uma quan-
tidade muito maior de impurezas, como hidrocarbonetos, 4ci-
dos graxos e outros, visto que todo o inseto estd sendo extra-
fdo, incluindo gorduras e cuticulas.

O método se torna extremamente vantajoso, quando se sabe
em qual parte do inseto é que estd localizada a glandula produ-
tora do feromdnio, pois, desta forma, a extragdo pode ser feita
apenas nesta regido especifica, diminuindo consideravelmente as
impurezas e, consequentemente, facilitando as futuras anélises.

Em um tipico procedimento, os insetos sdo imersos em solvente
(quantidade suficiente para cobri-los) e mantidos por cinco minu-
tos. O extrato ¢ entdo filtrado em uma pipeta de Pasteur contendo
Na;SO;4 anidro, e subsequentemente concentrado.
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Ressalta-se que as quantidades de material obtidos através dos
dois processos citados de extragfio ndo serdo necessariamente as
mesmas. Novamente uma comparagdo dos resultados deve ser
feita, para se determinar qual o melhor caminho a ser seguido.

Concentrando os extratos

A remog@o do solvente é uma das partes mais criticas deste
processo. A volatilidade dos compostos, associada as pequenas
quantidades, faz com que as perdas de material sejam frequen-
tes, diminuindo o rendimento da extrago. Para que tais perdas
sejam minimizadas, os extratos obtidos na dessor¢do ou pela
extragdo por solventes devem ser armazenados em pequenos
tubos cdnicos, que irdo facilitar a evapora¢do. Uma vez arma-
zenados, um leve fluxo de nitrogénio ou argdnio, deverd ser
suavemente passado sobre a superficie do solvente, até que
seja atingida a concentrag@o desejada.

Para que se possa determinar comparativamente o volume a
ser atingido, um frasco de iguais dimensdes contendo um vo-
lume conhecido de solvente, deve ser usado como referéncia,
como ilustrado na Figura 2.

N, ou Ar

V 5 Extrato a ser

concentrado

Tubo de referéncia;
volume conhecido

Figura 2. Procedimento utilizado na concentragdo dos extratos.

A concentragdo ideal ir4 depender de cada caso em particu-
lar e envolve fatores como a quantidade de feromdnio produ-
zida pelo inseto. No entanto, em um primeiro estigio, as amos-
tras podem ser concentradas para “insetos equivalentes” (IE),
ou seja, supondo-se que a coleta de feroménio foi realizada
com 10 insetos (independente do método utilizado), os extratos
seriam concentrados para 10 pL.

Desta maneira, ao se injetar 1 pL no cromatégrafo, estar-se-
ia, a principio, analisando todos os compostos, com suas res-
pectivas proporgdes, que foram obtidos de um wnico individuo.
A partir deste dado inicial, as devidas corregdes de concentra-
¢do podem ser feitas, caso seja necessario.

ANALISES INICIAIS

O maior problema a ser enfrentado, ap6s se ter obtido os pri-
meiros dados cromatogrificos dos extratos, é determinar quais
compostos, dentre os vérios presentes, sdo biologicamente ativos.

Uma maneira rdpida e pratica de se fazé-lo, € através da
comparagdo dos cromatogramas obtidos pela andlise dos extra-
tos de machos e fémeas. Uma vez que os feromdnios sdo pro-
duzidos especificamente pelos membros de um tdnico sexo, caso
sejam encontradas substincias que estejam presentes apenas
em um dos substratos analisados, isto seria um bom indicativo
de serem estes, ou algum destes, 0s compostos ativos.

Esta metodologia pode ser claramente visualizada na Figura 3.
O caso especifico retrata a anélise dos extratos de Anomala cuprea,
praga de vdrios tipos de culturas no Japdo'>. Observa-se que ambos
os cromatogramas sio extremamente semelhantes; porém, os
compostos assinalados estdo presentes apenas no extrato das
fémeas da espécie. Esta especificidade foi um fator determi-
nante para a elucidag@o estrutural do feromdnio desta praga,
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Figura 3. Comparagdo dos cromatogramas dos extratos de machos e
fémeas de A. cuprea.

pois concluiu-se posteriormente, em definitivo, que os dois
compostos assinalados eram as substincias utilizadas por estes
insetos para a atragdo sexual'®.

Porém, infelizmente, este tipo de comparagdo ndo € sufici-
ente, ¢ também ndo apresenta eficdcia para a grande maioria
dos casos, 0 que faz com que seja necessdria, a utilizagdo de
técnicas mais elaboradas, que permitam uma correta atribui¢o
dos compostos ativos.

A seguir, ser4 discutida a principal e mais eficiente técnica
empregada para esta finalidade.

Cromatografia gasosa acoplada a um detector
eletroantenogrifico (CG-EAD)

A principal caracteristica dos insetos no que diz respeito a
comunica¢do quimica é a sensibilidade e especificidade com
que suas antenas atuam, para a percep¢do do(s) componente(s)
correto(s) de seus feromdnios!>1¢ .

Estudando o comportamento eletrofisiolégico no sistema
olfativo de Bombyx mori, Schneider!” revelou que o potencial
de recepgdo do inseto ao seu feromdnio poderia ser registrado
utilizando-se uma antena isolada, posicionada entre dois
microeletrodos capilares, que estariam conectados a um ampli-
ficador € a um registrador.

O entdo chamado sistema EAD (“electroantennographic
detector”), em que a antena do inseto € utilizada como elemen-
to sensitivo (detector biolégico), passou a ser amplamente uti-
lizado para a realizagdo de ensaios biolégicos.

No entanto, quando utilizada isoladamente, tal técnica néo
apresenta grandes vantagens em relagdo aos ensaios conven-
cionais, uma vez que nio se pode especificar quais sdo os
componentes que estdo afetando o comportamento biolégico
dos insetos.

Quando em 1969, Moorhouse e colaboradores'® relataram o
acoplamento do sistema EAD a um cromatégrafo a gis, utili-
zando-se de uma divisdo do fluxo da coluna, surgiu um méto-
do extremamente eficaz para a detec¢do de feromdnios, uma
vez que estariam sendo aliados a enorme capacidade analitica
e de separag@o do cromatdgrafo a especificidade e sensibilida-
de do EAD.

Utilizando-se desta nova metodologia, através de uma sim-
ples andlise do extrato bruto, pode-se determinar, com total
precisdo, qual composto é o feromdnio.

O esquema de um cromatégrafo a gds acoplado a um
detector eletroantenografico (GC-EAD), estd representado na
Figura 4. A amostra ao ser injetada, ird percorrer toda a coluna
para que haja a separagdo dos compostos. Ao final da corrida,
o fluxo que estd saindo da coluna é dividido em dois, sendo
que uma parte vai para o FID (“Flame Ionization Detector”) e,
consequentemente, o cromatograma é tragado, e a outra parte
vai para o EAD, onde a resposta da antena é amplificada. Em
fungdo de ambas as detec¢bes serem simultineas, € possivel
saber se o composto registrado pelo FID ¢ ou nio ativo.
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Figura 4. Esquema bdsico de um sistema de GC-EAD; no exemplo
ilustrativo, o composto assinalado no cromatograma seria o feroménio,
uma vez que apenas esse, dentre todos os presentes, teve uma resposta
positiva da antena.

Atualmente, s3o raros os trabalhos de elucidagdo estrutural,
em que este recurso nio é empregado. Millar e colaboradores'?
ressaltaram a importincia da técnica, na identificagdo do
feromonio de A. nuxvorella. Recentemente, o feroménio sexual
de P. diversa foi identificado®, utilizando-se também de CG-
EAD, como mostrado na Figura 5. O exemplo demonstra niti-
damente a eficiéncia do sistema.

FID

le l.l .l/yf

~ NP

e aas + 1

EAD

Tempo (min)
Figura 5. Andlise de CG-EAD dos extratos de P. diversa?’.

Observa-se que o componente ativo, registrado pelo EAD,
estd presente em quantidade extremamente baixa, ndo sendo
sequer detectado pelo FID do cromatégrafo. A deteccdo de tal
composto por outro método de andlise seria impossivel.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM)

A etapa de elucidagfio estrutural comega apds se saber qual
composto deverd ser estudado. Dessa forma o primeiro espec-
tro a ser realizado €, normalmente, o espectro de massas. Ape-
nas uma pequena quantidade de material é requerida para a
andlise, sendo que as informagdes obtidas sdo fundamentais
para a determinag@o estrutural da molécula.

O fato de o equipamento utilizado estar acoplado a um cro-
matégrafo a gis (CG-EM), faz com que os espectros adquiri-
dos, sejam referentes a compostos quimicamente puros.

Na identificacdo de feromdnios, os métodos comumente
empregados para ionizar e fragmentar os compostos sao o da
ionizagdo quimica (CI) e o de impacto de elétrons (EI).

Essa combinagd@o de técnicas se mostra extremamente efici-
ente pois, se para um determinado espectro o pico molecular
n3o for registrado ou for de baixa intensidade quando adquiri-
do através de El, a CI é empregada para a determinagdo do

265



peso molecular correto do composto, ao passo que a EI, forne-
ce muito mais informagGes a respeito da estrutura, em fungdo
de apresentar um nimero maior de fragmentacdes.

Bjostad e colaboradores®! relataram recentemente, a identi-
ficagdo do feromdnio sexual de Hesperophylax occidentalis,
em que ambas as técnicas de fragmentacdo foram utilizadas.

Os dados obtidos por CG-EM (EI) do composto, indicaram
uma massa relativa aparente de 156 e, através das andlises dos
fragmentos e comparacdo destes com padrdes, sugeriu-se a
estrutura de uma alcan-3-ona (Figura 6A). O pico base m/z 174
(M+18), obtido por CG-EM (CI-NH3), confirmou a massa
molecular 156 para o composto em questdo (Figura 6B).

57
43
72 109
l l l 127 A
iy | 156
174
M+18
52 109 B

Figura 6. (A) Espectro de massa - El e (B) espectro de massa - CI do
feromédnio sexual de H. occidentalis?.

O tempo de retengéo observado para o feromdnio se mostrou
inferior ao da decan-3-ona e superior ao da nonan-3-ona, utiliza-
das como padrdes sintéticos. Isso sugeria o composto como sen-
do a nonan-3-ona, porém com uma ramificaco metilica.

No intuito de determinar qual seria a posi¢do trissubstituida na
molécula, o esqueleto (hidrocarboneto) da estrutura foi preparado,
a partir de derivatizagdes quimicas realizadas no produto natural
(descritos na segdo: Micro-derivatizagdes), visto que 0s espectros
de massas de todos os monometil nonanos estdo descritos na lite-
ratura? e diferem significativamente entre si.

Através de comparagdes, atribuiu-se o hidrocarboneto obtido,
como sendo o 4-metil nonano, o que indicava, mediante os da-
dos anteriores, duas possibilidades estruturais para o feromdnio;
a 4-metil-nonan-3-ona ou a 6-metil-nonan-3-ona (Figura 7).

\/Y\/\/

4-metilnonano

\/‘?\’/\/\/
(6-metilnonan-3-ona )

Figura 7. Possiveis estruturas moleculares para o feromdnio de
H. occidentalis.

Para se atribuir em definitivo a estrutura quimica da molé-
cula, uma anélise minuciosa do espectro de massas se fez ne-
cessdrio. A presenga dos fragmentos m/z 72 e m/z 84, indica-
vam, indubitavelmente, que tal composto era a 6-metil-nonan-
3-ona (Figura 8).

As mesmas fragmentagdes, quando realizadas com a 4-metil-
nonan-3-ona, deveriam apresentar fragmentos m/z 70 e m/z 86
(Figura 9), os quais ndo estdo presentes no espectro do produto
natural (Figura 6).
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Figura 8. Fragmentagodes propostas para a 6-metil-nonan-3-ona®’.
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Figura 9. Fragmentagdes propostas para a 4-metil-nonan-3-ona.

Cromatografia gasosa acoplada ao infra-vermelho (CG-FTIR)

As frequéncias de absorgdes no infravermelho se extendem
de 200 a 5000 cm™!. No entanto, na identificagio de feromdnios
(e da grande maioria das substincias orginicas), a regido entre
600 a 4000 cm™! é a que apresenta maior interesse.

A técnica é empregada no intuito de se obter informagdes so-
bre a presenca ou nio de determinados grupos funcionais na
molécula, como hidroxilas, carbonilas, carboxilas etc., em fungéo
destes apresentarem absorgdes bastante caracteristicas no espec-
ro?. Este novo conjunto de dados, quando aliado aos previamen-
te obtidos, auxilia na elucidagdo estrutural.

A aquisi¢do de um espectro no infra-vermelho de um
feroménio ndo é um processo simples. A utilizacdo de micro-
celas especiais, normalmente se faz necessério®*, sendo que o
composto a ser analisado deve sempre apresentar um alto grau
de pureza, para que se evite falsas atribuigdes. Mesmo toman-
do-se todas essas precaugdes, os espectros obtidos nem sempre
sdo satisfatdrios.

Uma maneira prética e eficiente de se obter bons espectros,
tendo-se pequena quantidade de material e sem haver a neces-
sidade de uma prévia purificagdo, € a utilizagio de um espec-
trOmetro de infravermelho (com transformada de Fourier),
acoplado a um cromatégrafo a gds (CG-FTIR). O sistema f01
introduzido inicialmente, em 1967, por Low e colaboradores®
porém somente com as modificacGes realizadas por Bourne e
colaboradores?® é que este passou a ser frequentemente utiliza-
do para a anélise de substancias voldteis ou volatilizdveis.

O fato de os compostos estarem presentes em fase gasosa,
faz com que as frequéncias de absor¢des observadas nio se-
jam, necessariamente, coincidentes com aquelas detectadas,
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quando da aquisi¢do do espectro em fase condensada. Os valo-
res destas frequéncias, para diversos grupos funcionais estdo
descritos em literatura®’.

Na identificacdo do feromdnio de H. picea'!, os dados obti-
dos pelo espectro de infra-vermelho foram decisivos para a cor-
reta atribuigdo estrutural (Figura 10A). Andlises preliminares
indicavam a possibilidade da estrutura ser uma y-lactona, tendo
esta uma cadeia lateral com duas duplas ligagdes. O espectro de
infra-vermelho tornava clara a existéncia do sistema oxaciclo-
pentan-2-ona (1772 cm’') e ainda sugeria que uma das duplas
ligagdes seria terminal (3073 e 1641 cm™), e a outra apresenta-
ria configuragio cis (3002 cm™'). Estes dados permitiram atri-
buir a estrutura da (Z)-7,15-hexadecadien-4-olida para este
feroménio (Figura 10B).

39731
2008 1641
912
1184
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B

Figura 10. (A) - CG-FTIR e (B) - estrutura quimica do feroménio de
H. picea“.

PURIFICACAO

A obtengdo de amostras puras dos feromonios é fundamen-
tal para se dar continuidade ao processo de identificagdo, pois
caso seja necessiria a realizacdo de derivatizagdes, um correto
monitoramento dos produtos formados sé € possivel se estas
forem realizadas a partir de um dnico componente. Um outro
fator, é que os bioensaios devem ser realizados utilizando-se
compostos puros, uma vez que as impurezas quimicas, normal-
mente, afetam a atividade biolégica do produto natural?*.

Viérias sio as técnicas empregadas para a separagdo dos
componentes ativos de uma mistura, e a escolha entre elas é
feita, basicamente, em fun¢do da quantidade de material dispo-
nivel e do grau de resolucio desejado®®.

A cromatografia em coluna é uma metodologia bastante
eficiente, amplamente utilizada, e oferece certas vantagens em
relagdo as demais; apresenta baixo custo, € pritica e o material
utilizado pode ser descartado ap6s o uso, evitando possiveis
contaminagdes. Diferentes tamanhos e didmetros de colunas
podem ser utilizados, em fungdo da quantidade de material a
ser separado. As colunas, quando empacotadas com silica gel,
sdo eluidas com diferentes combinagdes de solventes, aumen-
tando-se gradativamente a polaridade. Em um procedimento
bésico, a elui¢io € iniciada utilizando-se hexano, seguido de
misturas de hexano:éter etilico/ 95:5, 90:10, 75:25, 50:50, 25:75
e, entdo, éter etilico.

Bioensaios sdo conduzidos, no intuito de se determinar qual
a fracdo que contém o feroménio. Este monitoramento também
pode ser feito, através do sistema EAD. Sabendo-se em qual
gradiente de solvente que o feroménio foi eluido, pode-se ter
uma idéia sobre a polaridade do composto, e fazer suposi¢des
a respeito do grau de funcionalizacdo que este apresenta.

Uma vez determinada a fragdo ativa, a pureza do feromdnio
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é checada por cromatografia gasosa. Se o grau de pureza obti-
do ndo for considerado satisfatério, o processo & repetido até
que seja atingida a pureza desejada (Figura 11). Um novo sis-
tema de solventes pode ser empregado, sendo que, normalmen-
te, vérios ciclos de fracionamento sdo necessirios, para que se
consiga uma amostra de feromdnio com alto grau de pureza.

hex / éter hex / éter
hex 10% l SIO% étler
hex / éter hex / éter hex / éter
25% 75%
hex / éter hex / éter hex / éter
40% 60% 70% éter

hex / éter hex / éter
50% 65%

75%

Figura 11. Purificagdo de um extrato bruto coletado de insetos; a fra-
¢do (hex/éter - 75%) que contém o feromonio, estaria sendo submetida
a um novo ciclo de fracionamento, com um novo sistema de solventes.

MICRO-DERIVATIZACOES

As micro-derivatizagOes sdo realizadas no produto natural,
quando o conjunto de dados espectroscopicos obtido ndo foi
suficiente para se atribuir corretamente a estrutura molecular do
feromdnio, mas sugere que isto seja possivel através da andlise
dos produtos de degradagiio da molécula. Beroza®® discute vari-
os tipos de reagdes possiveis de serem realizadas e os principais
cuidados a serem tomados, tendo-se pequenas quantidades de
material. Os maiores problemas enfrentados estio normalmente
relacionados as perdas de material ao término da reagio.

A necessidade constante em se determinar o correto niimero
de duplas ligacbes € a posi¢cd0 em que estas se encontram na
molécula, principalmente para feromodnios de Lepidépteras
(classe de insetos amplamente estudada), fez com que fossem
feitas vérias adaptagGes experimentais para micro escala de
métodos ja conhecidos, sendo que os mais comuns sdo hidro-
genagio catalitica®®, epoxidagio®’, micro-ozonélise®! e
derivatizagio com DMDS™,

As derivatizacOes realizadas por Bjostad e colaboradores?!
na identificagdo do feromdnio de H. occidentalis (vide segdo:
3.1-CG-EM) sd@o pouco comuns em se tratando de quimica de
feromodnios, visto que ha trés etapas lineares envolvendo pro-
cedimentos relativamente complexos de serem realizados em
pequena escala (a nivel de nanogramas !). Em funcdo disso,
tais etapas serdo discutidas em maiores detalhes. Nas condi-
¢Ses em que as andlises de CG-EM foram realizadas®!, o
feromdnio apresentou um tempo de retengdo de 7,05 min e
uma massa molecular de 156. Apés purificacéo e isolamento,
este foi tratado com LiAlH4 em éter, e o produto da reagédo
apresentou um tempo de retengdo ligeiramente superior (7,20
min) ¢ uma massa de 158. Isso confirmava que o feromdnio
era uma cetona, ¢ as andlises do espectro de massa (EI) do
produto de derivatizagdo, sugeriam a possibilidade deste ser
um alcan-3-ol. O dlcool obtido foi tratado com dibromo
trifenilfosfina, produzindo um composto com tempo de reten-
¢do superior (8,49 min), ¢ EM (EI) coerente com o de um
monometil bromononano. O hidrocarboneto derivado do
feromdnio foi preparado, a partir da reagéo do brometo acima
mencionado com borohidreto de sédio em DMSO (Figura 12).
O tempo de retengdo observado para o produto final foi de
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4,22 min € o espectro de massa (EI) obtido, indicava ser este
um 4-metil nonano.

0] OH
Ot
—_—
Substituigo PPh;.Br,
metilica () l
Br

Figura 12. Sequéncia de derivatizagdes realizadas para a preparagdo

do hidrocarboneto correspondente ao feroménio de H. occidentalis?’.

CONSIDERACOES FINAIS

Como foi discutido nos tépicos anteriores, vérios sdo 0s ca-
minhos e técnicas empregados no processo de elucidagdo estru-
tural. Porém, a tinica maneira possivel de se atribuir indubitavel-
mente a estrutura quimica a um feromdnio € através da sintese
desta provével estrutura, e posterior comparagdo dos dados ob-
tidos com os do produto natural.

Um outro fator importante € que, quando tais compostos
apresentam centros estereogénicos, estes sio encontrados, nor-
malmente, em estados enantiomericamente puros, uma vez que
estd bem estabelecida a estereoespecificidade que a maioria
dos insetos possui, com relagdo as substincias utilizadas na
comunicagio quimica®. Para esses casos, a sintese assimétri-
ca se torna extremamente importante, pois fornece de manei-
ra independente (ou altamente seletiva) cada um dos vérios
estereoisOmeros possiveis para cada molécula, o que possibi-
lita estabelecer a relagdo estereoquimica-atividade biolégica
e, consequentemente, a configuracio absoluta do produto na-
tural. Os produtos sintéticos obtidos poderiam ainda ser com-
parados com o feromdnio natural através de cromatografia
gasosa em colunas quirais, sendo esta a metodologia mais
eficiente empregada para a determinagdo da estereoquimica
absoluta do produto natural'>34,

. Os testes comportamentais, ou bioensaios, sdo também fun-
damentais para que se possa identificar qual o tipo de resposta
que os insetos apresentam diante do feromoénio sintético, ou
seja, qual seria a fungfo da estrutura quimica no processo de
comunicagio dos insetos (alarme, agregagéo, sexual, etc.).
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