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RESUMO

Este estudo objetivou a extragao, identificagdo e sintese dos componentes do feroménio
sexual de Cerconota anonella (Sepp. 1830) (Lepidoptera: Oecophoridae), bem como avaliar
a sua eficiéncia em ensaios conduzidos em condigbes de laboratério e de campo, visando o
seu emprego, em meédio prazo, no controle desta praga dentro do contexto de Manejo
Integrado das Pragas de Annonaceae. Inicialmente, para escolher o solvente mais
adequado para a extragdo dos componentes do feroménio sexual, experimentos foram
conduzidos empregando-se hexano e diclorometano para lavagem da glandula abdominal
de fémeas de C. anonella em chamamento e com idade variando entre 2-3 dias. Estes
extratos foram usados em bioensaios conduzidos em laboratério empregando machos
coespecificos com idade variando entre 2-3 dias em uma sala programada para operar com
fotoperiodo invertido (12:12 h). Os machos foram mais atraidos pelos extratos hexéanicos de
fémeas virgens. Este resultado também foi observado nos testes de campo, nos quais o
numero de machos capturados nas armadilhas contendo extrato hexanico de fémeas
virgens nao diferiu do numero de machos capturados nas armadilhas contendo fémeas
virgens vivas. Além da extragdo com solvente, também foi realizada extragdo por
microextragdo em fase solida. Os compostos presentes no extrato hexanico de fémeas de
C. anonella foram submetidos a analise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas, cujos resultados revelaram quatro compostos majoritarios,
denominados: (OOI), (OA) (OM) e (OAL) dentre outros compostos. A identificagdo dos
compostos trabalhados nesta tese esta sendo resguardado, devido a um sigilo de patente.
Os dois primeiros compostos foram obtidos comercialmente e os dois ultimos foram
sintetizados empregando o composto OOl como material de partida. Os derivados olefinicos
destes compostos também foram obtidos e empregados em bioensaios. A atividade
bioldgica dos compostos sintéticos individuais e de misturas ternarias e quaternarias destes
compostos foi determinada em bioensaios de laboratério empregando machos virgens de C.
anonella, com idade variando entre 2-3 dias. Os tratamentos testados foram os seguintes:
Compostos individuais denominados OM, OAL, OOl e OA; mistura quaternaria de
compostos saturados [(1 (OM): 3 (OAL): 5 (OOI): 5 (OA)]; mistura ternaria de compostos
insaturados [1 (OMI) 3 (OALI): 5 (OOIl)], mistura ternaria de compostos saturados [1(OM):3
(OAL):5(00QI)], disco de papel de filtro limpo e disco de papel de filtro impregnado com
hexano. Os compostos individuais e misturas foram testados em duas concentragdes: 0, 1 e
1,0 mg mL™, respectivamente. Nos ensaios de laboratério, procurou-se observar se a
concentragdo e o grau de insaturagdo dos compostos e misturas testadas afetavam o
comportamento de atragdo dos machos. Em relacdo as misturas testadas em laboratério,
ficou evidenciado que as misturas dos compostos sintéticos podem ser consideradas, tao
atraentes para machos quanto os extratos de fémeas virgens. Os resultados dos testes de
campo demonstraram que, dentre as misturas de compostos sintéticos testadas, as
armadilhas contendo a mistura ternaria de compostos saturados [1 (OM) 3 (OAL): 5 (OOI)]
na concentracdo de 1 mg mL™ foi o tratamento que apresentou melhor resultado de captura.
Pelo exposto, é seguro afirmar que, os compostos reportados neste estudo s&do constituintes
do feromdnio sexual de C. anonella. Além disso, este estudo também demonstrou que a
técnica de Microextragdo em Fase Solida (MEFS) € uma técnica confiavel para a extragdo
dos componentes do feromonio sexual desta espécie quando comparada com a aeragao.

Palavras-chave: Feromoénio sexual; Cerconota; Annona muricata; Annona
squamosa.



ABSTRACT

This study aimed the extraction, identification and synthesis of the sex pheromone
components of Cerconota anonella (Sepp.) (Lepidoptera: Oecophoridae) and to evaluate
their efficiency on tests conducted under laboratory and field conditions. The ultimate goal of
this research is to use the sex pheromone to control infestations of C. anonella based on the
integrated pest management program for species of Annonaceae. Initially, to choose the best
solvent for extraction of pheromone components, experiments were carried out using hexane
and dichloromethane to wash the abdominal gland of 2-3 days-old C. anonella calling
females. These extracts were used on bioassays performed under laboratory conditions
using 2-3 days-old co-specific males in a room programmed to operate with an inverted
photoperiod (12: 12 h). The males exhibited a strong response to the hexane extract of virgin
females and this result was also seen on field tests, where it was observed that the number
of males captured on traps baited with hexane extract of virgin females did not significant
differ from the traps containing live calling virgin females. The chemical identification of
components present in hexane extract of C. anonella was performed by Gas
Chromatography coupled to Mass Spectrometry. These analyses showed four major
compounds, namely: (OQI), (OA) (OM) and (OAL) among some other components. The first
two compounds were obtained commercially and the other two were synthesized in the
laboratory using OOl as starting material. The olefinic derivatives of these compounds were
also obtained and used on bioassays. Individual synthetic components, ternary and
quartenary mixtures of these compounds were submitted to laboratory bioassays using C.
anonella virgin males, as follow: individual compounds labeled as (OM), (OAL), (OQI) and
(OA); quaternary mixture of saturated compounds [1 (OM): 3 (OAL): 5 (OQI): 5 (OA)], ternary
mixture of unsaturated compounds [1 (OMI) 3 (OALI): 5 (OOIl)], ternary mixture of saturated
compounds [1(OM):3 (OAL):5(00I)], empty filter paper disc and filter paper disc impregnated
with hexane. Individual compounds and mixtures were tested in two concentrations, as such:
0, 1 and 1,0 mg/ml, respectively. On laboratory bioassays, it was observed if changes in
concentration and the degree of saturation of the tested compounds within the mixtures
would affect the number of attracted males. Except for the individual compounds, all tested
mixtures were attractive to males. Results from field tests revealed that, among the synthetic
mixtures tested, the traps containing the saturated ternary mixture [1 (OM) 3 (OAL): 5 (OOI)]
in a concentration of 1 mg / ml captured as many males as the trap containing live virgin
females. No field tests were conducted with mixtures of unsaturated synthetic compounds.
From these results, it is safe to conclude that the compounds reported on this study are
indeed sex pheromone components of C. anonella. In addition, this study also shows that
Solid Phase Microextraction (MEFS) is a reliable technique for extraction of C. anonella sex
pheromone components as well as the dynamic headspace technique (aeration).

Keywords: Sexual pheromone; Cerconota; Annona muricata; Annona squamosa.
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1 INTRODUGAO

A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e 2300 espécies
(ALALI,1999), distribuidas em paises de climas tropical e subtropical. No Brasil, essa
familia compreende 26 géneros e aproximadamente 260 espécies, desempenhando
um importante papel na composicao da vegetacao (MAAS et al., 2001).

As espécies da familia Annonaceae, encontram-se distribuidas entre as
areas tropicais da América, Africa e Asia. A Africa é o continente que contém o mais
baixo numero de espécies, com aproximadamente 450. Cerca de 900 espécies sao
encontradas nos Neotropicos (América do Sul, América Central, parte do México e
Caribe) e quase 1200 nas areas tropicais da Asia e Australia (ARAYA, 2004).

O género Annona possui mais de120 espécies catalogadas (JOLY, 1998) e
€ considerado muito importante economicamente, por apresentar algumas espécies
que sao amplamente cultivadas e comercializadas no Brasil, a saber: Annona
squamosa L. (Pinha), Annona muricata L. (graviola), Annona reticulata L. (condessa)
e Annona cherimola (cherimdia). Essas espécies sao consideradas economicamente
importantes, principalmente, devido as propriedades nutricionais dos frutos que sao
consumidos in natura ou na forma de sucos e sorvetes (LORENZI; MATOS, 2002).
A gravioleira, por exemplo, € uma fruteira tropical, amplamente disseminada nas
regides litordnea e semi-arida do Nordeste brasileiro, onde encontra condi¢des
ideais de clima e solo para o seu desenvolvimento (FILHO et al.,1998).

A pinha (A. squamosa L.), também conhecida como fruta-do-conde ou ata é
uma cultura que vem crescendo de forma acentuada em varias regides do Brasil
com destaque para a regido Nordeste, gragas aos recursos da irrigacdo, gerando
emprego e renda, sobretudo, para as populagdes da regidao semiarida (MORAIS et
al., 2009). Alagoas esta entre os estados com crescente destaque no cultivo da
pinheira, conforme Araujo et al. (1999) e Da Costa e Kiill (2003).

De acordo com a Secretaria de Estado do Planejamento e do
Desenvolvimento Econémico a produgdo de pinha em Alagoas abrange trés
municipios localizados na meso-regiao geografica do Agreste Alagoano: Estrela de
Alagoas, Igaci e Palmeira dos indios, sendo a principal fonte de renda de cerca de

1200 produtores, em sua maioria da agricultura familiar, ocupando uma area
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estimada em 2.000 hectares, distantes de Macei6 145 km/média (SEPLANDE,
2013).

A producao de A. muricata (graviola) e A. squamosa (condessa), encontra-
se ameacgada devido a agao de alguns insetos-pragas, dentre as quais pode-se citar,
a broca da semente, Bephratelloides pomorum  (Fabricius, 1908)
(Hymenoptera:Eurytomidae), que no Brasil, ocorre em todas as regides onde a
gravioleira, por exemplo, € cultivada sendo considerada uma das principais pragas
da cultura, podendo levar a perdas acima de 80% . A gama de hospedeiros desta
praga engloba A. muricata, A. reticulata (pinha), A. squamosa (pinha), A. cherimola
(cherimaia) e outras espécies de Annona (MOURA et al., 2006).

A broca do fruto, Cerconota anonella (Sepp.) (Lepidoptera: Oecophoridae),
objeto deste estudo, € outra praga que causa grandes prejuizos aos produtores. Ela
€ considerada uma das pragas mais seérias do género Annona. Os danos
expressivos causados aos frutos sédo caracterizados pelo apodrecimento da polpa e,
externamente, a parte atacada torna-se endurecida e enegrecida, reduzindo seu
valor comercial, tornando-os impréprios para a comercializagao in natura ou para o
processamento industrial (PEREIRA et al., 2009). Aliado a esses fatores, quando o
ataque ocorre em frutos novos, resulta em sua queda prematura (GALLO et al.,
2002).

Alguns estudos buscando métodos para o controle desta praga, que sejam
alternativos ao uso indiscriminado de inseticidas tém sido realizados, dentre os quais
destacam-se: o ensacamento dos frutos verdes empregando-se sacos perfurados
(BROGLIO-MICHELETTI et al., 2001), o uso de parasitoides (BUSTILLO; PENA,
1992), ou ainda, a pulverizagcdo dos frutos com extratos aquosos de plantas
(BRITO, 2010). No entanto, a viabilidade destes métodos, possui algumas limitagcoes
tais como, alta exigéncia de mao de obra, caréncia de investigacdes e em muitos
casos um alto custo econémico.

A pesquisa envolvendo semioquimicos tem sido bastante realizada, uma vez
que, apresenta vantagens importantes do ponto vista de aplicagao pratica e do ponto
vista ambiental. Neste sentido, e considerando os feromdnios, pode-se citar a alta
especificidade (espécie-especifico), sua eficacia, dada as baixas concentragcbes de
atividade e seu carater atoxico.

Devido aos prejuizos evidentes e a auséncia de produtos registrados para o

controle de Cerconota anonella, faz-se necessaria a pesquisa envolvendo, a busca
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por alguma metodologia de controle, tal como, 0 uso semioquimicos cujo emprego
seja efetivo no controle de C. anonella, quer seja na interrupgdo do acasalamento
(feromdnio sexual) ou na deposigdo de ovos na superficie dos frutos de A. muricata
e A. squamosa). Vale ressaltar que este é primeiro relato sobre o feroménio desta

espéecie.
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2 OBJETIVOS

(i) Extrair os constituintes quimicos do feroménio sexual liberado por fémeas
virgens de C. anonella;

(ii) Avaliar a extracdo por solvente, como método de extracdo dos compostos
volateis da glandula abdominal, de fémeas virgens de C. anonella, por meio
da comparacdo com o método de extracao por Microextragao em Fase Sélida
(MEFS);

(iii) ~ Avaliar o potencial de atracdo do extrato das glandulas abdominais da fémea
de C. anonella em ensaios de laboratério e de campo;

(iv)  Identificar, através das técnicas de Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) os componentes do feromdnio sexual de
C. anonella.

(v)  Avaliar a eficiéncia do ferombnio sexual em ensaios de laboratorio e de

campo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Annona muricata e Annona squamosa

A fruticultura é uma atividade de grande importancia para o setor agricola
brasileiro. O pais ocupa o terceiro lugar em producao de frutas, com uma producgao
estimada em mais de 41 milhdes de toneladas no ano de 2009 (IBRAF, 2011) e uma
receita de cerca de R$ 17,7 bilhdes (IBGE, 2011).

A graviola e a pinha sao frutas tropicais de grande aceitagdo comercial,
sendo amplamente cultivada nas regides: Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste
do Brasil. Estes frutos tem consideravel importancia, gracas a crescente demanda e
interesse pela polpa, por parte do consumidor e das industrias que utilizam o fruto
como matéria-prima para producdo de doces, iogurtes, produtos medicinais,
cosméticos e outros (JUNQUEIRA et al., 1996).

A pinha, fruta-do-conde ou ata € uma planta originaria das Antilhas.
Encontra-se disseminada em quase todos os continentes. Foi introduzida no Brasil,
precisamente na Bahia, na terceira década do século XVII. E cultivada em todo o
Brasil, comercialmente ou em pequenas propriedades. Classificada como exdtica,
inclusive no mercado interno, as variedades de pinha, representam, a principio, uma
alternativa de negdcio atraente, dado os elevados precos que seus frutos alcangam
no mercado, com consequente interesse por parte dos produtores (BRAGA
SOBRINHO, 2010).

Entretanto, a broca do fruto, Cerconota anonella (Sepp., 1830) (Lepidoptera:
Oecophoridae) limita o cultivo dessa planta,pelos danos expressivos que causa ao
fruto (Figura 1, pag. 19), reduzindo a producdo da cultura, sendo essa,considerada
a principal praga em frutos das anonaceas cultivadas em toda regido Tropical
(BRAGA SOBRINHO et al., 1999; OLIVEIRA, 2001; CARDOSO, 2002).
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Figura 1 — (a) Annona muricata, (b) Annona squamosa, (c) Cerconota anonella e (d)

caracteristica de ataque de Cerconota anonella

— T

(a) (b)
Fonte: Autora, 2012

3.2 Cerconota anonella (Sepp.,1830) (Lepidoptera: Oecophoridae)

A penetragédo da lagarta de Cerconota anonella no fruto ocorre, geralmente,
a partir do 4° dia apds a eclosao, através de galerias feitas pelas préprias lagartas
(MELO, 1991; PENA et al., 2002; BITTENCOURT et al., 2007). Os sintomas
caracteristicos do ataque dessa broca sdo os excrementos eliminados pela lagarta
na polpa e o escurecimento da casca, causado por fungos oportunistas (BRAGA
SOBRINHO et al., 1999).

O ciclo de vida de C. anonella, de ovo a adulto, segundo Bustillo e Pefa
(1992) é de 36,4 dias em média, em condigbes de laboratério e dieta natural.
Durante o ciclo biolégico, o inseto passa por quatro instares, com periodo de
incubacéao de, aproximadamente, sete dias, e as lagartas apresentam cinco instares,
com duracao total de 19 dias em média, e a fase de pupa em torno de 10 dias
(BUSTILLO; PENA, 1992; PENA et al., 2002).

De acordo com Gallo et al. (2002), apés 20 dias alimentando-se do fruto, as
lagartas abrem uma galeria até a superficie da casca, onde constroem, com
fragmentos do fruto e fios de seda, uma camara saliente chamada “lingueta”, no
interior da qual se transformam em pupa, de onde, decorridos 10 dias, emerge o
adulto.

As posturas s&o feitas aleatoriamente e embora haja preferencia pelo fruto
verde, a oviposigdo envolve diferentes estagios de desenvolvimento da graviola
(BRITO, 2010). A lagarta é de coloracado que varia do rosado ao verde-pardo com
comprimento de cerca de 20 mm, e é a responsavel pelo ataque e destruicdo das

graviolas de todos os tamanhos. As pupas medem de 8 a 10 mm de comprimento e
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sao de coloracao castanho-escuro brilhante. Os adultos sdo mariposas de coloragao
branca-acinzentada com reflexos prateados. As asas apresentam bordos franjados,
com fenda branco-prateada, caracteristicamente com trés listas encurvadas,
irregulares, de cor marrom ou cinzenta, possuindo a fémea cerca de 25 mm de
envergadura. (MELO, 1991; PINTO; SILVA, 1994).

Os prejuizos causados por C. anonella em anonaceas comerciais podem
variar de 60 a 100% da producgéo, dependendo da espécie, pois naquelas em que a
comercializagdo € por frutos in natura, o dano causado por uma unica lagarta
representa perda total do fruto, pois 0 mesmo fica impréprio para o consumo
(BRAGA SOBRINHO et al., 1999; SILVA, 2011).

3.3 Métodos empregados no controle de Cerconota anonella

Apesar de ndo haver nenhum principio ativo registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, diversos autores recomendam para controle
da broca do fruto produtos organo-sintéticos utilizados em outras culturas e para
outras pragas (BLEICHER; MELO, 2002).

Alguns autores aconselham o uso combinado do controle manual e
inseticida. Pinto e Silva (1994) recomendam, como medida de controle da broca do
fruto, a coleta e a queima dos frutos atacados que se encontram na planta ou no
chdo. Em seguida, a pulverizagao das inflorescéncias e dos pequenos frutos com os
inseticidas a base de triclorfon (Acido dimetilfosfénico, 2,2,2 Tricloro-1, Hidroxietil
éster) ou a base de fenthion (O, fosforotioato O-dimetil do o fenil 3-metil-4- metiltiol),
0s quais ainda encontran-se sem licenciamento da ANVISA para emprego no
controle desta praga.

Lopes et al. (1994) afirmam que o controle deve visar a lagarta na sua fase
inicial e também sugere triclorfon® ou fenthion®, os quais sao inseticidas a base de
cloro e fosforo, caracterizados como produtos com boa agao para esse fim.

O triclorfon € uma substancia quimica que funciona como inseticida de
contato, pertencente ao grupo organoclorofosforado, medianamente tdxico e
perigoso ao meio ambiente. O fenthion caracteriza-se por agir como inseticida de
contato e ingestdo, do grupo organofosforado, também altamente téxico e muito
perigoso ao meio ambiente (DE MELO, 2006).
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Algumas medidas de controle culturais s&o indicadas para C. anonella, séo
elas: catagcdo e queima ou enterrio dos frutos atacados e poda de formacao e
rejuvenescimento. Medidas fisicas, como a utilizacdo de armadilhas luminosas
também s&o recomendadas (MELO et al., 1983; CALZAVARA; MULLER 1987;
EMATER, 1989).

Um estudo realizado por, Broglio-Micheletti e Berti-Filho (2000) testando
métodos quimico e cultural para o controle de C. anonella, demostrou que os frutos
cobertos com saco plastico microperfurado ficam menos expostos a acado da C.
anonella, os quais, além de proteger os frutos, trazem a vantagem de nao permitir o
acumulo de agua nestas embalagens, o que, segundo McComie (1987), favoreceria
o crescimento e a proliferagcdo de microrganismos que causam a podridao mole e/ou
mumificagdo nos frutos.

O ensacamento € uma forma de controle viavel e segura, mas a limpeza do
campo deve ser 0 primeiro passo para se ter sucesso com o controle de pragas em
anonaceas, pois os adultos continuam a emergir de frutos infestados mesmo apés
eles terem caido ao solo, servindo como fonte de reinfestacdo. Na medida do
possivel, tais frutos devem ser removidos das arvores e do solo que fica sob elas e,
completamente destruido (BROGLIO-MICHELETTI; BERTI-FILHO, 2000).

O tratamento com involucro de TNT (Tecido N&o Tecido) combinado a
pulverizagdo com 6leo emulsionavel de nim (Neemsetoc) a 1,0%, foi dentre outras
combinacées, o mais eficiente na protecao de frutos contra danos da broca do fruto,
segundo Brito (2010).

O controle biolégico pode ser feito empregando-se dois parasitéides:
Apanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) e um desconhecido pertencente a
subfamilia Rogadinae, os quais foram identificados como inimigos naturais da
lagarta de Cerconota anonella por Bustillo e Pena (1992). Estes mesmos autores
também relataram sobre o parasitismo em ovos de C. anonella, em condi¢cbes de
laboratario, pelo parasitoide Trichogramae xiguum (Hymenoptera:
Trichogramatidae).

Broglio-Micheletti e Berti-Filho (2000), apds criterioso estudo sobre
parasitéides de Cerconota anonella indicaram como inimigos naturais Apanteles sp.
(Hymenoptera: Braconidae); Rhysipolis sp. (Hymenoptera: Braconidae,) e
Xiphosomella sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae) sendo Apanteles sp. o género do

principal inimigo natural de lagartas de C. anonella.
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Extratos e dleos de plantas com propriedade inseticida também representam
uma alternativa valida para o controle de pragas. Para Cerconota anonella (BRITO,
2010) constatou que o extrato aquoso do pedunculo do botédo floral do craveiro-da-
india e de Piper aduncum, na concentracao de 10 %, sdo promissores como
alternativa de controle da broca do fruto das anonaceas. E ainda segundo este
autor, o extrato aquoso do pedunculo do botao floral do cravo-da-india, a 10 % de
concentragao e o 6leo emulsionavel de neem (Neemsetoc) a 1 % de concentragéo,
aplicados por pulverizagdo sobre lagartas de C.anonella causaram mortalidade
media de 10 %, 12 horas apods a aplicagao dos tratamentos em laboratério.

A substituicdo de agroquimicos para o controle de pragas e doencgas, por
meios alternativos eficientes, € um dos grandes desafios da agricultura sustentavel.
Uma alternativa cada vez mais buscada é possibilidade do uso dos feroménios que
podem ser usados para a captura em massa e a interrupcao de acasalamento de
insetos, principalmente para lepidépteros e coledpteros (BARTELL 1982; HARDIE;
MINKS, 1999), bem como para o monitoramento e levantamento populacionais de

pragas existentes.

3.4 Feromonio em Lepidoptera

O termo feromodnio foi proposto para os compostos quimicos usados na
comunicacao entre individuos de uma determinada espécie, isto €, uma substancia
quimica ou uma mistura de substancias quimicas que sdo secretadas por um
individuo e provocam uma resposta imediata no comportamento sexual do individuo
receptor (DE LIMA, 2001).

A pesquisa que objetiva a obtencédo de determinado feroménio sexual, deve
partir do conhecimento sobre o comportamento reprodutivo do inseto, cuja principal
intencdo é saber o horario em que a fémea inicia a liberagdo do feromobnio, quanto
tempo demora essa emissdo e a modificagdo comportamental observada no macho,
enquanto receptor do feromdnio (DA SILVA et al., 2006).

Para varias espécies de Lepidoptera, o amanhecer ou o anoitecer sao os
sinais que desencadeiam o ritmo circadiano do comportamento de chamamento e a
consequente emissdo do feroménio sexual (BACKER; CARDE, 1979; HICKEL;
VILELA, 1991; PIRES, VILELA, VIANNA., 1994). De maneira geral, antes do

acasalamento o inseto adota o comportamento de chamamento, assumindo posicao
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caracteristica, a qual otimiza a dispersao do ferombnio sexual no ambiente
(BATISTA-PEREIRA et al., 2004)

Conforme Fonseca et al. (2006), uma caracteristica da C. anonella é o
poliandrismo, isto é, as fémeas acasalam mais de uma vez com diferentes machos;
entretanto estudos conduzidos por Da Silva et al. (2006), demonstraram que, apés o
acasalamento, as fémeas de C. anonella nao aceitam outra cépula. Estes autores
também verificaram a existéncia de uma sincronia entre os comportamentos de
chamamento e de corte exibidos por fémeas e machos de C. anonella (Figura 2,
pag. 21) e que a sequencia de comportamento de corte exibida pelos machos de C.
anonella difere, sutiimente, da que é exibida pela maioria dos machos de
lepidopteros, por apresentar uma flexibilidade do abdome. A cépula entra individuos
desta espécie, tem a duracao de 42 min (Da SILVA et al. 2006).

De maneira analoga a outras espécies de lepiddpteros, a comunicagao entre
machos e fémeas de C. anonella deve ser mediada por feroménios e a percepgao
destes sinais pelos machos desencadeia uma série de comportamentos que é
expressa em uma sequéncia padrdo. Essa sequencia inclui a movimentagao das
antenas, caminhar, vibrar as asas, levantar voo, voar em ziguezague, localizar a
trilha, voar contra o vento seguindo a trilha de feroménio, localizar a fonte de
feromonio, pousar nessa fonte ou areas adjascentes, caminhar e movimentar as
asas até encontrar a fémea. Essa é a cadeia de respostas a longa distancia. O
encontro com a fémea inicia outra cadeia de respostas, de curta distancia, em que o
macho interage com as fémeas e eventualmente, pode levar a cépula (ROELOFS;
CARDE, 1977).
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Figura 2 — Esquema do comportamento reprodutivo de adultos do sexo masculino e

feminino de Cerconota anonella

Fonte: Adaptado de: Da Silva et al, 2006.

De modo geral, o estudo dos ferombnios de insetos-praga € motivado
principalmente por causa dos prejuizos econémicos, causados pelos insetos, os
quais geralmente estdo acompanhados pelos danos ambientais e de saude publica
causados pelo uso de produtos quimicos de agao pesticida. Portanto essa busca se
encaixa no principio do Manejo Integrado de Pragas (MIP) que pode ser definido
como um sistema de manejo de pragas que associa o ambiente e a dinamica
populacional da espécie, utilizando todas as técnicas apropriadas e métodos de
forma tdo compativel quanto possivel mantendo a populagdo da praga em niveis
abaixo daqueles capazes de causar dano econdmico (WAQUIL, VIANA, CRUZ,
2006). No Brasil, até o ano de 2009, na Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) foram registrados 28 feroménios para o controle de insetos-praga na
agricultura (ZARBIN, 2009).

Os feroménios sdo predominantemente volateis, mas algumas vezes, séo
substancias quimicas liquidas; s&o produzidas por glandulas exoécrinas, que
secretam seus produtos diretamente para o ambiente (GULLAN; CRANSTON, 2007;
KLOWDEN, 2007) e sao classificados conforme a categoria de comportamento,

associados com o0 sexo, agregacao, dispersdo, formacdo de trilha e alarme
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(GULLAN; CRANSTON, 2007), além destes, Klowden (2007) também citou o
feromonio de funeral, produzidos principalmente por formigas para que as operarias
retirem do ninho os insetos mortos.

Os feroménios sexuais sdo usados no monitoramento, captura massal e na
confusdo sexual de pragas. Mais de 90% dos produtos comerciais a base de
feromdnios sao utilizados no monitoramento, que consiste na captura de machos
e/lou fémeas para deteccdo de surtos populacionais, época de emergéncia dos
insetos adultos e deteccdo de presencga, distribuicao e abundancia dos insetos
(IBARRA, 20086).

Os feromonios sao percebidos pelos receptores olfativos e desencadeiam
uma resposta no inseto receptor via sistema nervoso central (CHAPMAN, 1998). Os
insetos identificam os feromoénios através de sensilas quimioreceptivas como: sensila
tricoide (GULLAN; CRANSTON, 2007; GRIES et al., 2010), sensila basiconica, e
sensila celocbnica, que sao distribuidas entre os taxons e estruturas dos insetos,
mas com frequéncia sdo mais concentradas nas antenas (GULLAN; CRANSTON,
2007).

A vantagem do monitoramento com feroménio é a rapida deteccao pelo
inseto mesmo em baixa densidade populacional, diferentemente de outros métodos
de amostragem. As armadilhas de feroménio detectam adultos que estdo emergindo
ou emigrando, e isto pode ser um sinal de alerta para a tomada de decisdo de
controle. As armadilhas de ferombnio sao muito eficientes por sua especificidade,
além disso, seu uso & muito facil (WALL, 1989).

A ordem Lepidoptera consiste de cinco subordens, 127 familias, e mais de
150.000 espécies (PELLMYR; LEEBENS-MACK, 1999). As mariposas (habito
noturno) e borboletas (habito diurno) pertencem a esta ordem, com pelo menos,
150,000 espécies (STRANDH, 2006). O primeiro feroménio sexual de mariposa foi
identificado no bicho da seda, Bombyx moriL. (Lepidoptera: Bombycidae), e no
mesmo ano (1958), uma definicdo de feromdnios foi publicada. Os pioneiros,
Butenandt et al. (1959) utilizaram em 20 anos, meio milhdo de abdomes de fémeas
para elucidar a estrutura quimica deste feroménio (STRANDH, 2006).

Os ferombnios sexuais desempenham papel fundamental no comportamento
de atracdo e acasalamento de insetos (ZHANG et al.,, 2012). Varios ja foram
identificados em centenas de espécies de lepidépteros (ARN et al.,, 1992; EL-

SAYED, 2009). Uma caracteristica de lepiddépteros com habito noturnos & que o
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reconhecimento do feroménio pelo macho ocorre a longas distancias, quando € a
fémea quem emite esse sinal quimico (CARDE; BAKER, 1984), enquanto em
distancias curtas, as fémeas detectam feromdnios emitidos por machos (ANDO et
al., 2004). Alguns lepidépteros noturnos tém habilidades acusticas que os ajudam a
evitar a predacao de morcegos insetivoros (SURLYKKE et al., 1998), e algumas
destas espécies podem usar som para reconhecimento do parceiro (CONNER,
1999; NAKANO et al., 2009). Estes resultados sugerem que lepiddpteros noturnos
podem reconhecer seus parceiros para o acasalamento usando uma sinergia de

feromonios sexuais e pistas acusticas.

3.5 Aspectos quimicos dos feroménios sexuais

Os feromdnios da maioria dos lepiddpteros sao constituidos por misturas de
compostos quimicos, os quais definem como a comunicagdo olfativa ocorre
(STRANDH, 2006). Uma questdo atual e importante € como a quimica e biologia
estd envolvida nessa comunicagdo (WITZGALL et al.,, 2010). A comunicagao
quimica parece prevalecer sobre todas as outras formas de comunicagéao seja fisica,
visual, auditiva ou tatil no reino animal (SONENSHINE, 2006).

O conceito da especificidade do sinal quimico tem sido a forgca central na
andlise dos comportamentos exibidos pelos machos de mariposas ao feroménio
coespecifico. Os estudos comportamentais definem a atividade bioldgica de extratos
naturais e sdo essenciais para a identificacdo do feroménio sexual de uma espécie
(EIRAS; MAFRA NETO, 2001). Sem duvida a resposta dos machos é dependente
da deteccdo e reconhecimento de uma mistura precisa de componentes. A liberagao
e percepgao dos feromonios nos insetos dependem de sua condigao fisiolégica e de
uma ampla variedade de condigdes ambientais que estes organismos podem
experimentar durante sua vida (CUSSON; MCNEIL, 1989; TANG et al., 1989; DE
LIMA, 2001; MICHEREEF, et al 2007; SILVA, 2008).

A producao, liberagao e resposta aos feroménios sao controladas por fatores
endogenos, como idade (DE LIMA, 2001), e modificadas por fatores exdgenos, tal
como fotoperiodo e temperatura (DELISLE; MCNEIL 1987; SCHAL et al., 1987; DE
LIMA, 2001).

Os trabalhos iniciais sobre feroménio de lepiddpteros envolviam apenas uma

substancia, isto é, os feroménios tinham uma composi¢céo bastante simplificada. A
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exemplo de ocorréncia de sistemas nos quais uma uUnica substancia é capaz de
desencadear a sequéncia completa de atracido e comportamento pré-copulatério nos
machos, de Cydia nigricana (Fabricius, 1794) (WALL et al., 1989) e em Tuta
absoluta (Meyrick, 1917) (DE LIMA, 2001).

Os feroménios sexuais de fémeas (lepidopteros) sao formados, em geral,
por compostos alifaticos derivados de acidos graxos, com numero de atomos de
carbono variando entre 10 e 23. Um tipico ferombnio sexual de lepidopteros é
constituido por dois ou trés compostos estruturalmente relacionados numa
proporcao especifica. Os compostos frequentemente contém um grupo funcional
oxigenado, tais como acetatos, alcoois ou aldeidos, ou ainda, grupos funcionais
posicionados em locais especificos sobre a cadeia de carbono, tais como epodxidos e
cetonas. A presenga de Insaturacdo € comum nestes feroménios, compreendendo
entre uma e trés ligagbes duplas, com estereoquimica posicional e geométrico
especifico (JURENKA et al.,, 1994; CHOI et al.,, 2002; CORK et al.,, 2008;
YAMAKAWA et al., 2009).

A geometria das duplas ligagdes do tipo Z (cis) (68%) predomina sobre as do
tipo E (trans) (29%), sendo que, o restante s&o duplas liga¢des terminais. Somente
em 1996 foi identificado o primeiro composto com trés ligagdes duplas, como
componente do ferombénio sexual da espécie Thaumetopoea pityocampa
(Lepidoptera:Thaumetopoeidae) (YAMAKAWA et al., 2009).

A primeira evidéncia de sinergismos em sistemas multicomponentes de
feromonio sexual em lepidopteros foi relatada em espécies da familia Tortricidae,
mais especificamente, do género Adoxophyes (DE LIMA, 2001). Nas espécies deste
género, os componentes principais do feroménio sexual de fémeas incluem acetato
de 9 (Z)- tetradecenila e o acetato de 11 (2)-tetradecenila. Neste caso, as respostas
comportamentais de machos de espécies deste género foram evidentes somente
quando os dois componentes foram testados simultaneamente em ensaios
empregando as antenas de machos e os componentes individuais ndo eliciaram
nenhuma resposta. A importancia da propor¢do e a relagcdo precisa dos
componentes multiplos em feroménios sexuais de lepidépteros foram entdo
estabelecidas (TAMAKI et al., 1979).

Outro exemplo, é o ferombnio sexual, 5,9-dimetilpentadecano, produzido
pelas fémeas do bicho-mineiro do café, Leucoptera coffeella (Guérin-meneville)

(Lepidoptera: Lyonetiidae). Essa molécula possui quatro formas enantioméricas, ou
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seja, os carbonos 5 e 9 permitem giros na molécula, podendo resultar em quatro
compostos  diferentes  denominados  esteroisbmeros, formando  5S,9S-
dimetilpentadecano, 5R,9S-dimetilpentadecano, 5S,9R-dimetilpentadecano e 5R,9R-
dimetilpentadecano (IBARRA, 2006).

Sendo assim, sao evidentes as mudancas em relagdao a complexidade da
composi¢ao quimica dos feroménios. O feromdnio sexual de Spodoptera eridania
(Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae), identificado por Jacobsen et al. (1970) como uma
mistura de acetato de (Z,E)-9,12-tetradecadienila e acetato de (Z)-9-tetradecenila, é
um exemplo de um feromdnio sexual multicomponente em lepidopteros. Até o
presente momento, foram descritos os ferombnios sexuais de seis espécies de

lepidopteras pertencentes a familia Oecophoridae, (Tabela 1).

Tabela 1 — Feromoénios sexuais da familia Oecophoridae

Espécie Compostos Referéncia
Esperia sulphurella Acetato de 8-cis dodecenila e 8,10 trans ALFORD, 1978
(Fabricius, 1775) dodecadien-1-ol
Diurnea phryganella Acetato de 11(2)-tetradecenila TOTH, et al., 1979

(Hubner, 1801)
Cheimophila salicella Acetato de 11(E)-tetradecenila, 11(E)- GILLESPIE, et al.,

(HUbner, 1796) tetradecen-1-ol, acetato de tetradecenila e 11(E)- 1984
tetradecenal
Pseudatemelia josephinae  Acetato de 10(Z)- tetradecenila e Acetato d 9(E)- MOZIIRAITIS, et al.,
(Toll, 1956) tetradecenila 1998.
Stathmopoda masinissa Acetato de 4(E) 6(Z) hexadecadienila, 4(E) 6(Z) NAKA, etal., 2003.
(Meyrick 1906) hexadecadienol, 4(E) 6(Z)- hexadecadienal
Depressaria olerella 11(E)-tetradecenal e 11(Z)-tetradecenal OSTRAUSKAS, et
(Zeller, 1854) al., 2010

Muitos constituintes dos feroménios sexuais tém sido analisados e
sintetizados artificialmente para serem aplicados no controle de pragas na
agricultura (DURANT et al., 1995; NAKA et al., 2003). A especificidade e alto nivel
de bioatividade de feroménios sexuais de lepidopteros tém atraido consideravel
interesse no controle de pragas de culturas (WYATT, 1997, HOWSE, STEVENS,
JONES, 1998) por meio da utilizacdo de uma variedade de técnicas, incluindo a
interrupgao na comunicag¢ao que leva a mariposa fémea, caracterizando a confusao
sexual (SANDERS, 1997) e atracdo a uma fonte letal, como em atrai-e-mata e
captura massal (CORK et al., 2003; EL-SAYED et al., 2006). A escolha da armadilha
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€ crucial no desenvolvimento de sistemas de captura. No monitoramento de
Lepidoptera, os tipos mais comuns de armadilhas sao aquelas que possuem uma
superficie pegajosa para manter o inseto preso (Figura 3, pag. 27) (TREMATERRA,
2012).

Figura 3 — Kit do feroménio sexual ferocitrus furao® comercializados, no Brasil

Fonte: Carvalho, 2003

De acordo com kolenbrander et al. (2002), a evolugéo na estrutura quimica
dos ferombnios de Lepidopteras, se deve em grande parte as alteragbes nas
enzimas chaves das rotas biosintéticas dos compostos dos feromdnios que podem

produzir diferengas na estrutura e proporgao de compostos.

3.6 Biossintese de Feromoénio de Lepidoptera

A maioria dos feroménios sexuais de fémeas de lepiddpteros sdo misturas
de compostos derivados de acido graxos de cadeia longa contendo de 12 a 18
atomos de carbonos, além de um grupo funcional oxigenado e ligagdes duplas com
geometria Z ou E (STRANDH, 2006).

Os produtos do metabolismo normal, particularmente o metabolismo dos
acidos graxos, sao modificados por algumas enzimas de feroménios glandula-
especificas para produzir essa grande variedade de moléculas de feroménios que
ocorrem em espécies de lepiddpteros (BLOMQUIST; VOGT, 2003).

As rotas biossintéticas para a formacao dos feroménios sexuais de
lepidopteros sao semelhantes, envolvendo enzimas que fazem a dessaturagao
(dessaturases), o encurtamento da cadeia por B-oxidagdo e a modificagdo do grupo
funcional final por reducao (redutases), acetilagao (acetiltransferases) ou oxidacao,
(Figura 4, pag. 28) (STRANDH, 2006; ALBRE, 2012).
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Figura 4 — Rotas biossinteticas na produgao de feroménios
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Fonte: Adaptado de Strandh, M., 2006

3.7 Métodos de Extragcao de Volateis

Na analise dos compostos volateis, a preparacdo da amostra é considerada
a etapa inicial e crucial para obtencdo de informagdes representativas do odor

caracteristico de uma matriz, pois qualquer modificagdo causada na composigcédo dos



30

Revisao de literatura

Edjane Vieira Pires

volateis da amostra nesta etapa inicial ndo mais podera ser corrigida, por mais
sofisticados que sejam os instrumentos utilizados nas etapas subsequentes. O
desenvolvimento e aplicagdo de uma metodologia para determinacédo da
composigao quimica dos compostos volateis € uma tarefa desafiadora (SIDES,
ROBARDS, HELLIWELL. 2000; LEITE; LOPES et al., 2003), pois a técnica aplicada
para a extracao deve ser capaz de extrair os componentes volateis enquanto limita a
formacgao de artefatos (FRANCO, 2003).

Dentre as técnicas tradicionais, a hidrodestilacdo e a destilacao por arraste a
vapor sdo extensivamente aplicadas para extracdo de compostos volateis de
aromas. Dentre as técnicas recentes para coleta de compostos volateis destacam-se
a extragdo com solvente, microextragdo em fase sélida e o headspace dinamico
(LEITE; LOPES., 2003).

3.7.1 Extragcdo com solvente

A extracdo com solvente organico é um método importante e muito utilizado
para o isolamento dos compostos volateis, foi um dos primeiros métodos utilizados
para recuperar compostos de aroma, principalmente em alimentos, sendo usada
ainda pelas industrias de perfumaria e de cosmético (NOGUEIRA, 2002).

No entanto, os baixos niveis de compostos recuperados aliado ao nivel de
componentes co-extraidos da matriz restringem o uso da extragao direta. Outro
problema da técnica é a formagao de emulsdes, principalmente se compostos nao
volateis estiverem presentes na amostra. Esta técnica utiliza tanto solventes puros
quanto misturas, sendo o diclorometano, éter etilico, éter de petréleo, pentano e o
hexano os solventes mais utilizados, principalmente por apresentarem um baixo
ponto de ebuligdo, permitindo que os componentes mais sensiveis ndo sejam
destruidos por aquecimento, além da seletividade, permitindo que as substancias
odoriferas sejam removidas primeiro (MARSILI, 1997; NOGUEIRA, 2002).

Apesar da sua simplicidade, a tendéncia moderna é substituir a extracao
liquido-liquido por outras técnicas, devido a alta pureza dos solventes que sao
requeridos para analise de compostos em baixissimas concentragbes (traco), a
necessidade de reducdo no ambiente de solventes organicos e ao risco a saude
associado a sua manipulacado além de nao ser aplicada para analise de compostos
volateis em amostras vivas (LEITE; LOPESI., 2003).
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No caso da extracdo de semioquimicos esta técnica é bastante utilizada,
visto que, o volume de solvente utilizado, de modo geral, € pequeno. Além disso,
apresenta como vantagem em relagao a outras técnicas, como a micro extragdo em

fase sdlida, a possibilidade de armazenamento dos extratos.
3.7.2 O Headspace Estatico e Headspace Dinamico
3.7.2.1 O Headspace estatico

O caminho mais simples para avaliar a composi¢cdo quimica de um aroma é
a analise direta do headspace. No entanto, devido os compostos volateis estarem
presentes em concentragcbes muito baixas, muitas vezes torna-se inviavel a
aplicacdo desta técnica. Todavia, quando instrumentos com limite de deteccao
adequado sao utilizados e, dependendo da concentragao do analito, o headspace
estatico pode ser utilizado devido a sua simplicidade (FRANCO, 2003).

Na analise estatica do headspace, a amostra é fechada em um recipiente,
onde o equilibrio é atingido entre o headspacee fase extratora a uma temperatura
predeterminada (Figura 5). Os volateis presentes no headspace sao retirados
através de uma seringa ou um instrumento similar e injetado diretamente no
cromatografo gasoso (AGELOPOLUS; PICKETT, 1998).

Figura 5 — Sistema utilizado para extragao de volateis por Headspace estatico

l I } Headspace
Amostra
Analitos

Fonte: Adaptado de: NOGUEIRA, 2002
3.7.2.2 O Headspace dinamico

Na analise do headspace dinamico, a amostra é confinada em um recipiente
fechado e um gas (geralmente ar purificado) € passado através da amostra. Os
volateis liberados pela amostra sdo carregados pelo gas e uma armadilha coleta e

concentra os compostos volateis (Figura 6, pag. 34). O procedimento dinamico
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impede o estabelecimento de um estado de equilibrio, causando uma maior
dispersao dos volateis emitidos pela amostra para o headspace, que sao
constantemente removidos resultando na melhora da sensibilidade. A dessorcao dos
analitos da armadilha sdélida para o cromatografo gasoso pode se realizada tanto
pela eluicdo com solvente (dessor¢dao com solvente) ou rapido aquecimento no
injetor do cromatografo (dessorgdo térmica) (AGELOPOLUS; PICKETT, 1998;
FRANCO, 2003).

Figura 6 — Sistema de extragao de volateis por headspace dinamico

"Headspeace" floral
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Y
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| - . | |
Fonte: Adaptado de: NOGUEIRA, 2002

Os detalhes do procedimento encontram-se nos tipos de armadilhas
utilizadas, podendo ser criogénica ou com adsorventes. Armadilhas criogénicas
utilizam recipientes refrigerados para a captura dos compostos volateis, podendo
coletar agua junto com os compostos, o que torna as armadilhas com adsorventes
mais convenientes. Adsorventes, como carvao ativo e varios polimeros porosos,
Chromsorbs® 101, 102 e 105, Porapak Q® (etilvinilbenzeno-divinilbenzeno) e Tenax®
GC (6xido de 2,6-difenil-p-fenileno), podem ser usados para coletar compostos
volateis do headspace. Os mais utilizados sdo o Porapak Q® e Tenax®, porque
adsorvem os compostos volateis ao mesmo tempo, que n&do adsorvem oxigénio,
nitrogénio e principalmente vapor de agua, que pode saturar a camara de injecéo,
modificar os tempos de retencdo, diminuir a vida util da coluna e interferir nos
espectros de massas (COLE, 1980; NOGUEIRA, 2002).

A concentracdo dos compostos volateis em polimeros porosos tem sido
largamente empregada na investigacdo de aromas em alimentos e bebidas. A fase

de vapor imediatamente acima da amostra aproxima-se significativamente do aroma
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percebido na matriz, desde que as condi¢cdes de adsorgao/dessor¢ao sejam
cuidadosamente padronizadas (FRANCO, 2003).

As principais vantagens desta abordagem encontram-se no fato dos extratos
obtidos serem mais limpos, ou seja, conterem um numero menor de compostos que
naqueles obtidos por extracdo com solvente ou pelos métodos de destilacdo; na
facilidade em dessorver os volateis capturados em polimeros adsorventes porosos
diretamente na porta da injecdo do cromatografo a gas (dessorgao térmica), além de
acondicionar a amostra em recipientes de varios tamanhos de acordo com a
necessidade. A técnica preenche ainda alguns requisitos convenientes tais como:
requerer minima manipulagdo da amostra, envolver isolamento e enriquecimento a
temperatura ambiente, permitir otimizacdo das condicdbes de analise, evitar
destruicdo da amostra, apresentar baixo custo e configuragdo simples. A principal
desvantagem desta técnica é a contaminacdo por compostos de uma analise
anterior (NOGUEIRA, 2002; FRANCO, 2003).

As técnicas de extracdo, como a extracdo liquido-liquido e os métodos de
extracdo por destilacido a vapor, exigem consumo de solventes organicos caros e
téxicos, maior tempo, e grandes volumes de solvente (ARTHUR; PAWLISZYN,
1990).

3.7.3 Microextracdo em Fase Solida (MEFS)

Esta € uma técnica, introduzida em 1990 por Arthur e Pawliszyn chamada de
microextracdo em fase solida (SPME, do inglés Solid Phase Microextraction).O
método MEFS consiste na captura dos analitos em uma fibra capilar de silica
fundida quimicamente modificada, recoberta com uma pelicula de material
apropriado, com posterior dessor¢ao térmica no injetor de um cromatégrafo. Uma
vez introduzida no septo do recipiente contendo a amostra, a fibra de silica &
exposta ao meio onde ocorrera a extracdo dos analitos (Figura 7, pag. 37)
(NAVICKIENE et al., 2008).

A MEFS elimina os problemas associados com a dinamica da extragdo em
fase sélida, porém mantendo as suas vantagens. Os solventes sdo completamente
eliminados e o tempo de extragdo pode ser reduzido a alguns minutos. Esta técnica
foi desenvolvida como um meio rapido, barato e livre de solvente. As principais

vantagens da MEFS sao: sensibilidade, simplicidade elevada, pequeno volume de
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amostra, e menor custo por analise. A técnica MEFS pode ser aplicada com sucesso
para compostos polares e ndo-polares de amostras gasosas, liquidas ou sdlidas, e
pode ser facilmente combinada com varios instrumentos analiticos tais como: GC,
GC-MS, HPLC, LC-MS e CG-O (GC-olfatometria) (PAWLISZYN, 1997; KATAOKA et
al., 2000; WARDENCKI et al., 2004).

Outros aspectos relevantes da técnica MEFS sao: reprodutibilidade,
repetibilidade, estabilidade da fibra, bem como a possibilidade de determinacdes
quantitativas. Desde 1992, MEFS tem sido amplamente utilizada para analise de
amostras ambiental, alimentar, perfume, sabor, feromdnios, produtos farmacéuticos,
produto clinico, forenses e o monitoramento de reagao (PAWLISZYN, 1997).

Além de facil e rapido, este método & provavelmente o mais simples,
permanecendo até hoje, com a técnica de preparagcdo de amostra livre de solvente
mais utilizada, principalmente em analises de campo. A principal desvantagem é a
diluicdo da amostra acarretando na baixa sensibilidade da analise (NOGUEIRA,
2002).

A fase extrativa pode ser posicionada diretamente na fase liquida ou, no
caso de amostras gasosas, em contato com o gas, ou ainda, em contato com o
vapor em equilibrio com a amostra liquida ou sélida. Apés um certo periodo de
tempo, necessario para que se estabelegca o equilibrio entre as fases envolvidas, a
fibra é reposicionada no interior da agulha (Figura 7, pag. 37). Em seguida, a
seringa € levada a um cromatégrafo a gas, onde a fibra é introduzida no seu injetor,
ficando exposta a agcdo do calor - os analitos sdo dessorvidos e 0 processo de

separagao /quantificagdo entao tem inicio (NAVICKIENE et al., 2008).

3.7.3.1 Selecéao da Fibra

As fibras sdo utilizadas em MESF com a finalidade de adsorver os analitos
de interesse. Os testes iniciais foram publicados no final dos anos 80, nos quais
foram utilizadas pequenas seg¢des de fibra otica de silica fundida, algumas
recobertas com liquido polimérico ou com um material sélido adsorvente e outras
sem qualquer recobrimento. O desenvolvimento da técnica se intensificou a partir da
introducéo da fibra no interior de uma agulha adaptada numa micro-seringa, o que
facilitou bastante a coleta dos analitos e a introdu¢do da amostra no injetor do
cromatdgrafo (NAVICKIENE et al., 2008).
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Em geral, a extragdo de volateis € bem sucedida, quando a polaridade da
fibra corresponde a polaridade do analito, isto é, fibras nao-polares para analitos
nao-polares, e fibras polares para analitos polares. Este principio também se aplica
em cromatografia a gas, onde analitos polares e ndo polares requerem colunas com
a mesma polaridade para analise (MANI, 1999).

As espessuras dos recobrimentos das fibras comerciais variam de 7um a
100um e seus volumes de 0,03uL a 0,7uL. As fibras sao frageis, razdo pela qual o
dispositivo mostrado na Figura 7 foi projetado para que ela possa ser retraida para
dentro do tubo hipodérmico durante operacdes que possam danifica-las, tais como a
de transporte e as de perfurar o septo do frasco de amostra e o do injetor do
cromatografo (VALENTI; AUGUSTO, 2000). As fibras disponiveis comercialmente

para CG estéo relacionadas na Tabela 2 (pag. 38).

Figura 7 - (a ) Processo de Microextracao em Fase Sélida (b) Dessor¢cao térmica da
fibra de Microextragao em fase Sélida (MEFS).
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Fonte: Adaptado de Cuevas-Glory, et al. 2007.
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Tabela 2 — Tipos de fibras de MEFS disponiveis comercialmente.

Tipo Composicao Quimica Lf/lum* AT (°C) Aplicagao sugerida
N&ao-polares 100, 200-270°C | Basicamente para
~ - - 30, compostos apolares.
Nao-polares | Polidimetilsiloxano (PDMS) 7 E possivel usar com
polares.
Poliacrilato (PA) 85 220-310°C | Mediamente a
altamente polares, como
Polares . o
fenois, pesticidas
organofosforados.
Carbowax/divinilbenzeno 65 200-260°C | Cetonas, alcoois.
(CW-DVB) Volateis de média a
alta polaridade.
Bipolares PDMS-DVB 65 200-270°C | Volateis de nao volateis
de baixa a alta
polaridade.
Carboxen-PDMS 75 -- Volateis

*Espessura do recobrimento da fibra de MEFS

Fonte: (Supelco, Bellefonte PA)

3.7.3.2 Otimizacao da extracdo por MEFS

Numa extragdo por MEFS as moléculas do analito tém de se deslocar da
matriz e penetrar no recobrimento e, para isto, resisténcias a transferéncias de
massa devem ser vencidas, até que se estabeleca um equilibrio de particdo do
analito, entre a fibra e o meio que a envolve (VALENTI; AUGUSTO, 2000).

A extragcdo ocorre mergulhando-se a segdo recoberta na amostra (modo
direto), ou no seu headspace. No modo extracdo direta, a fibra é inserida
diretamente na amostra e os analitos sdo transportados da amostra para a fase
extratora. Para acelerar o processo, emprega-se agitagdo mecéanica a fim de
transportar os analitos do meio da solugéo para a vizinhanga da fibra (LANCAS,
2004).

No modo headspace, os analitos tém de ser transportados através da
barreira de ar antes de atingirem o recobrimento da fibra. Essa modificagcao serve,
principalmente, para proteger a fibra de possiveis danos provocados por
interferentes de elevada massa molecular ou baixa volatilidade presentes na
amostra, como materiais humicos (amostras ambientais) e proteinas (amostras
bioldgicas (LANCAS, 2004)
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Apds o processo de extracao, a fibra é retirada da amostra e inserida no
injetor do cromatografo gasoso, onde os analitos s&o termicamente dessorvidos sob
fluxo de gas de arraste e carregados para a coluna cromatografica. As fibras
extraem pequenas quantidades de analito, o que facilta sua dessor¢céo e
subsequente separacao cromatografica. A figura 7 ilustra o procedimento utilizado
na extragdo por MEFS (VALENTI; AUGUSTO, 2000).

Em MEFS, a quantidade de substancia extraida para a fibra depende nao so6
da polaridade e da espessura da fase estacionaria, mas também do tempo gasto no
processo e da concentracdo dos analitos presentes na amostra. A Extracdo de
analitos € melhorada por agitacédo, adicdo de sal a amostra, alterando o pH, e o
aumento da temperatura. O tempo de extragdo € principalmente determinado pela
velocidade de agitagcao e do coeficiente de particdo do analito entre o revestimento
da fibra e a matriz da amostra (PAWLISZYN, 1999; KATAOKA et al, 2000).

A agitacdo magnética € comumente utilizada, pois esse processo acelera a
transferéncia do analito da amostra matriz para o revestimento da fibra, no entanto
uma agitagcao muito rapida pode causar uma mudanga no tempo de equilibrio e levar
a pobre precisdo na medi¢ao. A eficacia da extracdo é também melhorada através
da adicdo de sais soluveis a amostra, tais como: cloreto de sddio,
hidrogenocarbonato de sodio, carbonato de potassio ou sulfato de aménio. Se
necessario a amostra é acidificada para a extragcao de analitos acidos e é tornada
alcalina, para a extragdo de analitos basicos (PAWLISZYN, 1999; KATAOKA et al.,
2000).

A fim de, aumentar a concentragcéo dos analitos na fase gasosa, a amostra
pode ser aquecida. Um aumento na temperatura de extracdo provoca um aumento
da taxa de extracdo, e simultaneamente, uma diminuicdo da constante de
distribuicdo. Por conseguinte, uma adequada temperatura que proporcione uma
satisfatéria sensibilidade e taxa de extragdo deve ser usado. Outro ponto importante
€ que o tamanho do frasco e o volume da amostra devem permanecer constantes
em todas as amostras durante a analise por MEFS. Geralmente, o frasco é cheio até
a metade da sua capacidade. A extracao do analito € melhorada quando o espaco
superior é reduzido ao minimo, no entanto o volume de headspace minimo é
limitado pelo comprimento da fibra (CUEVAS-GLORY et al., 2007).
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3.7.3.3 Otimizacao da dessorcao

Uma dessorgdo eficiente dos analitos no orificio de injetor do CG
dependente da volatilidade dos mesmos, da espessura do revestimento da fibra, do
tempo de injecdo, da temperatura do injetor, e exposi¢ao da fibra no injetor. A fibra
precisa ser exposta imediatamente apdés a agulha ser introduzida no injetor
(PAWLISZYN, 1999; KATAOKA et al., 2000). Injetores “split/splitless” devem ser
operados no modo “splitless” para evitar a perda de compostos volateis extraidos. O
tempo de dessorgcao depende da temperatura do injetor e a taxa de fluxo linear em
torno da fibra. Para conseguir a reprodutibilidade constante, condi¢des adequadas
de extracdo do analito e de dessorcao da fibra sdo essenciais (PAWLISZYN, 1999;
KATAOKA et al., 2000).

3.8 Cromatografia gasosa na Separacao e ldentificagdo dos Compostos
Volateis

O desenvolvimento e aplicagdo de metodologias para determinagdo da
composigao quimica dos compostos volateis € uma tarefa desafiadora. O método
para a Separagao de compostos volateis deve ser simples, rapido, eficiente e de
baixo custo, compreendendo uma unica etapa que separe os componentes volateis
da matriz da amostra ao mesmo tempo em que concentra-os com a menor
manipulagéo possivel (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

Os volateis podem ser separados utilizando-se técnicas cromatograficas,
principalmente pela cromatografia gasosa. Nesta técnica, a separagéo baseia-se na
diferenca de distribuicdo das substancias de uma amostra entre uma fase
estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase movel (gasosa). A amostra, por meio de
um sistema de injegao, é introduzida em uma coluna contendo a fase estacionaria. O
uso de temperaturas adequadas no local de injecdo da amostra e na coluna de
separacao possibilita a vaporizagdo dessas substancias que, de acordo com suas
propriedades e as da fase estacionaria, sao retidas por tempos determinados e
chegam a saida da coluna em tempos diferenciados (COLLINS, BRAGA, BONATO,
2006). A Figura 8 (pag. 41) apresenta os componentes de um cromatégrafo gasoso.

A cromatografia gasosa € uma técnica que tem como vantagens a rapidez,
um poder de resolucido excelente, alta sensibilidade, podendo analisar até 10'129,

além de operar com pequenas quantidades de amostra (CECCHI, 2003). A
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separagdao dos componentes da amostra é efetuada na coluna cromatografica, a
qual deve ser devidamente escolhida, levando-se em consideracdao a dimensao, o
tipo e a quantidade de suporte sélido que compde a fase estacionaria, pois com a
selegéo inadequada dessas condigbes sera mais dificil obter resultados satisfatérios
mesmo com equipamentos modernos e sofisticados (CIENFUEGOS; VAITSMAN,
2000).

Figura 8 — Esquema geral dos componentes de um cromatégrafo gasoso.
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Fonte: Adaptado de http://farmacognosiaws.no.comunidades.net.

O injetor tem a fungao de vaporizar a amostra, que deve ocorrer de forma
rapida e completa, sem decompor e fracionar a amostra. A quantidade de amostra
injetada n&o deve ultrapassar a capacidade da coluna, que por sua vez, depende da
quantidade da fase liquida estacionaria (CECCHI, 2003).

Os injetores mais usados para analises tragos sao os tipos split/splitless (no
modo splitless), on column e Programmed Temperature Vaporizer (PTV),
envolvendo o efeito de focalizagdo da amostra na entrada da coluna capilar
(GROB, 1994). No entanto, a melhor opgdo para analise de compostos volateis
termolabeis é o injetor cool oncolumn, no qual se evita a decomposig¢ao térmica ou a
discriminacdo de compostos com pontos de ebulicdo elevados, pois permite a
introducédo direta da amostra na coluna cromatografica sem vaporizagao prévia
(THOMAZINI; FRANCO, 2000). Com esse tipo de injecéo, a totalidade da amostra
injetada € introduzida na coluna,evitando o emprego de conexdes que poderiam
introduzir artefatos ou diminuir a resolugao da separagdo cromatografica (BASTOS,
1996).
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Os detectores estao situados na saida da coluna de separacgao, sua funcao
€ medir a quantidade dos componentes individuais separados, presentes na corrente
do gas de arraste, que elui da coluna cromatogréfica. O sinal de saida do detector é
enviado a um sistema de dados que finalmente tragca um grafico denominado
cromatograma. O tipo de detector utilizado em uma analise depende de fatores tais
como a natureza dos componentes separados e o nivel da concentragao a ser
medido, sendo que para a analise de volateis um dos mais utilizados é o Detector de
lonizacao de Chama (DIC) (AQUINO NETO; NUNES, 2003).

A identificacdo dos compostos volateis passou por um grande avango, que
foi iniciado com a associacao de cromatdgrafos gasosos a espectrometros de massa
(CG-EM). A uniao dessas duas poderosas técnicas de analise quimica introduziu
uma ferramenta eficaz na separacédo e na identificacdo de compostos provenientes
de misturas complexas. Os espectrOmetros de massas fornecem boa estabilidade e
sensibilidade para analises de compostos volateis (THOMAZINI; FRANCO, 2000).

As caracteristicas dos espectros de massas sao usadas na identificacao de
uma grande variedade de compostos organicos, onde as relagbes massa/carga
obtidas podem ser transformadas em informacgao estrutural a partir de estudos sobre
mecanismos de fragmentacdo dos compostos (MCLAFFERTY, 1994). Sistemas
modernos de biblioteca auxiliam na identificacdo dos compostos desconhecidos
através de comparagcdo com espectros padrdoes, armazenados na memoéria do
computador (JANZANTTI, 2004).

As moléculas no estado gasoso sao ionizadas em regides de alto vacuo (10-
8 atm) produzindo ions e fragmentos de ions que sdo encaminhados para um
analisador de massa/carga e finalmente coletados pelo detector. A representacao
dos resultados constitui 0 espectro de massas, o qual demonstra a distribuicdo das
espécies ibnicas e suas abundancias relativas. Cada composto, dependendo de sua
estrutura quimica, passa por fragmentacdes particulares, gerando um espectro de
massas caracteristico, que pode ser utilizado como uma “impressao digital” daquele
composto (COLLINS, BRAGA, BONATO, 2006).

As caracteristicas dos espectros de massa sao usadas na identificacdo de
uma grande variedade de compostos organicos. Esses sistemas (CG-EM) possuem
um banco de dados, armazenado na memoria do computador que auxiliam na
identificacdo do composto desconhecido através da comparacdao do mesmo com

espectros obtidos de padrdées puros (bibliotecas com substéncias puras e seus
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respectivos ions). Mesmo assim, € necessario o conhecimento das caracteristicas
de retencdo quando compostos diferentes apresentam espectros de massas
semelhantes. Por isto, como citado pela International Office of the Flavorindustry
(IOFI), apenas os dados de cromatografia gasosa — espectrometria de massas (CG-
EM), muitas vezes podem ser insatisfatérios para uma identificagdo efetiva do
composto. Assim, em alguns casos, informagbes adicionais obtidas por
espectroscopia no infravermelho e por ressonancia magnética nuclear ainda sao
necessarias (MCLAFFERTY, 1994).



42

Materiais e métodos

Edjane Vieira Pires

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta de frutos infestados

Frutos de Annona muricata e Annona squamosa, infestados por C. anonella
foram coletados em pomares isentos da aplicagcdo de agrotéxicos, localizados nos
municipios de Coruripe (alt: 5 m, W, long S 36° 10’ 34", lat 10° 8 1”), e Igaci (alt:
260m, W, long S 036° 37’ 54,4”, lat 09° 32’ 53,1”), Alagoas e levados ao laboratério
de Ecologia Quimica (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e mantidos

em gaiola até a retirada das lagartas.

4.2 Obtencao de insetos

Lagartas de C. anonella foram retiradas dos frutos com auxilio de pingas
entomoldgicas, transferidas para placas de Petri 90 x 15 mm poliestireno (plastico)
transparente e mantidas em dieta artificial a base de farelo de trigo e germe de trigo,
descrita por Da Silva et al. (2006) até a obtengcdo de pupas, cuja sexagem foi
realizada de acordo com a descricao de Freitas et al., 2007 e mantidas dentro de
gaiolas de vidro (14,8 cm x 30 cm x 30 cm), em sala climatizada, com fotoperiodo
invertido de 12 horas de fotofase e 12 horas de escotofase. Durante esse periodo foi
oferecido, aos insetos separados por sexo, algoddo embebido com solugdo de
sacarose (10%) como alimento, o qual era trocado a cada dois dias. A Figura 9
(pag. 45) apresenta a sequéncia deste processo.

Os adultos foram empregados em experimentos subsequentes: as fémeas
foram utilizadas para a obtencao de extratos e bioensaios, enquanto os machos,
foram utilizados, nos bioensaios empregando os extratos de fémeas e compostos
sintéticos. As lagartas de primeiro e segundo instares n&o eram consideradas, dada

a sua rapida mortalidade em condicdes de laboratério.
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Figura 9- Sequéncia do processo de obtengao e manutengao de insetos de Cerconota
anonella em laboratério, onde: (A): fruto brocado, (B) lagarta retirada do
fruto em dieta artificial (C) pupas de Cerconota anonella (D) gaiolas de
vidro contendo pupas de Cerconota anonella separadas por sexo e (E)
adultos de Cerconota anonella.

( (D)
(E)

Fonte: Autora, 2012

4.3 Obtengao de extratos de glandulas abdominais de C. anonella

Os extratos considerados para identificagdo do feroménio sexual de C.
anonella, sao aqueles provenientes da glandula abdominal de fémeas em
chamamento, visto que, conforme a literatura (VEGLIANTE e HASENFUSS, 2011), a
glandula abdominal de fémeas de lepidopteros esta envolvida na producédo e
liberagdo de atraentes sexuais para machos co-especificos.

Ao exibirem o comportamento de chamamento descrito por Da Silva et al.
(2006), dez fémeas virgens com 2-3 dias de idade foram retiradas das gaiolas de
manutencédo e levadas ao freezer (-5°C) localizado no Laboratério de Ecologia
Quimica do Institto de Quimica e Biotecnologia (IQB-UFAL), durante 5 minutos, para

fins de imobilizagdo e de manutengdo das condigdes fisioldgicas da glandula
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produtora do feromdnio. Findo este tempo, as fémeas foram retiradas do freezer e,
com auxilio de um bisturi, o sétimo e oitavo segmentos abdominais de cada fémea
foram cortados e mantidos em uma cuba de vidro, onde permaneceram em contato
com 100 yL de hexano por cerca de 30 segundos. Durante todo o processo de
preparagcdo dos extratos, a cuba foi mantida imersa em gelo a fim de evitar a
evaporagao do solvente. Um esquema deste processo pode ser visto na Figura 10.
Os constituintes volateis foram extraidos em hexano e diclorometano. Um esquema

deste processo pode ser visto na Figura 10.

Figura 10- Esquema representativo da extragao da glandula produtora do feroménio,
onde: (A) fémea de Cerconota anonella, (B) corte na regidao abdominal, (C)
adigao de solvente, (D) transferéncia para ampola de vidro e (E) selagem.

Fonte: Adaptado de Mendonga, (2009).
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4.4 Microextragdo em fase solida com fémeas de Cerconota anonella

Em um baldo de 50 mL foram colocadas duas fémeas virgens de C. anonella
com idade de 2-3 dias. O experimento foi realizado, durante a escotofase por um
periodo de 60 min, divididos igualmente entre adaptagcéo do inseto e a extragdo dos
Compostos Organicos Volateis (COVs). Uma fibra de MEFS, coberta com 100 um de
Polidimetilsiloxano-PDMS (Supelco®) - material adsorvente - foi exposta no
“headspace” por 30 minutos, como pode ser visto na Figura 11. Decorrido esse
tempo, a fibra foi recolhida e em seguida inserida no injetor do CG-EM, por 4
minutos a 250°C para completa dessorgao térmica dos compostos volateis liberados
pelas fémeas.

Figura 11 — Procedimento de extragdao dos COVs liberados pela fémea de Cerconota
anonella por Microextragdao em fase Sélida (MEFS).

Fonte: Autora, 2012
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4.5 Obtencao dos compostos padrées empregados nos experimentos

As identidades dos compostos a seguir estdo sendo resguardadas devido a
um sigilo de patente. Os compostos padrbes, a saber: OOI, OOIl, OAL e OA foram
obtidos comercialmente (Sigma-Aldrich®). Os compostos: OALI, OAL, OM e OMI

foram sintetizados.

4.5.1 Sintese do OAL

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL colocou-se 300 mg (1,1 mmol) de
OOl e 10 mL de diclorometano (CHCI,) seco para sua dissolugdo. Em seguida, 300
mg (1,39 mmol) de Clorocromato de Piridinio (PCC), foi acrescentado a solugao
anterior e a reacao teve inicio, sendo realizada sob agitagdo constante e monitorada
por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), de modo que, apdés 12 horas a
temperatura ambiente, a reacao foi interrompida pela adicdo de 30 mL de hexano,
levando a formacao de um precipitado, o qual foi removido por filtracdo. O material
filtrado foi concentrado em evaporador rotatério de baixa pressdo e o residuo
resultante foi entdo submetido a cromatografia em silica gel, utilizando uma mistura
hexano:cloroformio (95:5) como eluente, para obtengdo do OAL puro (87,67%).
Pelo mesmo procedimento foi obtido OALI a partir do OOIl. Os compostos de
interesse forma isolados e, submetidos as analises de RMN 'H, IV e CG-MS para

verificacao da estrutura quimica do produto de interesse.

4.5.2 Sintese do OM

Em um baléo de fundo redondo de 100 mL colocou-se 10 mL (0,44 mmol) de
piridina, ao qual foram adicionados a 1 g (3,69 mmol) de OOI, seguido da adi¢cao de
50 mL (2,23 mmol) de anidrido acético recém destilado. A mistura permaneceu em
agitacdo magnética por 24 horas a temperatura ambiente. A mistura reacional foi
recebida em gelo picado em um béquer e, em seguida, foram adicionados 100 mL
de acido cloridrico 1mol.L™", o qual permaneceu em contato com a mistura reacional
por aproximadamente uma hora, para a completa hidrélise do anidrido acético. A
solugéao resultante foi submetida a extragdo com cloroférmio (3 x 100mL). A solugao
cloroférmica foi lavada com solugdo de acido cloridrico 0,1mol.L™" (3x100mL) para
eliminar o excesso de piridina e depois lavada novamente com &agua destilada

(3x100mL). O excesso de acido foi removido pela lavagem com bicarbonato de
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sédio a 5% (3x100mL) seguindo-se de lavagem com agua (3x100mL) e posterior
secagem com Na;SO4 e remogdo do solvente em evaporador rotatério a pressao
reduzida. O material resultante foi submetido a cromatografia em silica gel, utilizando
como eluente hexano:cloroférmio (90:10), obtendo-se o produto com um rendimento
de 78%.

Este mesmo procedimento foi empregado para a obtengdo do, OMI a partir
do OOIl. Os compostos de interesse foram isolados e, submetidos a analises de
RMN 'H, IV e CG-MS, para comprovacdo da estrutura quimica do produto de

interesse.

4.6 Analise por cromatografia Gasosa (CG)

Para as analises por cromatografia gasosa, os extratos da glandula
abdominal, de fémeas de C. anonella, foram concentrados a 10 pyL (1 fémea-
equivalente). Aliquotas de 1pL dos extratos foram injetados em Cromatégrafo
Gasoso com Detector de lonizagdo em Chamas (CG/DIC), QP2010 plus, usando
coluna RTX-5 (30 m, 0,25 mm de diametro interno; 0,25 pm didmetro do filme;
Restek) e nitrogénio como gas de arraste. Utilizou-se para andlise dos extratos, uma
programagao cuja temperatura inicial do forno era de 50 °C com uma velocidade de
aquecimento de 9 °C/min até 240 °C, com modo de injecao “splitless” e injetor e

detector DIC operando com temperaturas de 200 e 250°C, respectivamente.

4.7 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM)

Utilizando como parametro os resultados obtidos das analises por CG-DIC,
foram realizadas analises em um Cromatégrafo Gasoso acoplado a um
Espectrémetro de Massas (CG/EM), QP2010 plus, com ionizagdo por impacto
eletrébnico de 70eV, utilizando-se coluna RTX-5 (30 m, 0,25 mm de didmetro do
filme; Shimadzu) usando Hélio como gas de arraste. As analises dos extratos de
glandula foram efetuadas com uma programagao, em que a temperatura inicial do
forno de 50 °C com uma velocidade de aquecimento de 9 °C/min até 240 °C, modo
de injecao “splitless”, com injetor e detector DIC com temperatura de 200 °C e 250

°C, respectivamente.
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4.8 Analise por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensionais
foram obtidos em espectrémetro busbustker AVANCE 400 operando na freqliéncia
400MHz para 'H do Laboratério de RMN do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas. Em todos os casos, o referencial interno foi o
Tetrametilsilano (TMS) utilizando-se como solvente CDCIl;. Os dados de RMN
coletados foram processados usando-se o programa SPIN WORKS e TOP SPIN
visando a obtencdo dos espectros unidimensionais. Os deslocamentos quimicos

foram registrados em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz.
4.9 Analise por Infravermelho (IV)

Os espectros na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) foram obtidos em aparelho Varian 660-IR/FT-IR pela técnica de Reflectancia
Total Atenuada (ATR), para amostras liquidas na Central Analitica do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. Em amostras sélidas
fizemos a aquisigdo dos espectros com pastilhas de KBr, utilizando-se um intervalo
de 4000 a 400 cm™.

4.10 Identificagao e quantificagdao dos compostos

Os compostos presentes no extrato da glandula abdominal foram
identificados pelo estudo comparativo dos espectros de massas da biblioteca
NISTO8 e pelo calculo do indice de Kovats com base de dados disponivel em

www.pherobase.com.

Para calcular o indice de Kovats foi realizada co-injegdo com uma série
homologa de n-alcanos (Sigma-Aldrich C7-C3p) e para quantificar, foi adicionada as
amostras de extracdo da glandula 1 yL de 3-penten-2-ona como padrao interno, na

concentragao de 0,17109 mg mL™.


http://www.pherobase.com/
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4.11 Bioensaios

4.11.1 Formulagao e Impregnacao dos tratamentos em septos de borracha

Em todos os bioensaios de campo, Septos de borracha (0,7cmd), os quais
serviram como substrato, foram impregnados com as amostra teste um dia (1) antes
da realizagao dos experimentos de campo. Aos extratos hexanicos abdominais, bem
como as solugdes dos compostos e solventes foram adicionados 0,2 mg de 2,6-di-
terc-butil-p-cresol (BHT) como antioxidante, conforme metodologia descrita na
literatura (PARRA-PEDRAZZOLI 2006). Para impregnacgao, os tratamentos foram
colocados em contato com o septo de borracha no interior de tubos do tipo
eppendorf, os quais foram fechados e mantidos em freezer (-5°C) até a sua

utilizagdo, quando foram transportados, em caixa térmica, até as areas de teste.
4.11.2 Bioensaios com extratos de fémeas de C. anonella
4.11.2.1 Bioensaios em laboratério

Os bioensaios foram realizados em sala com fotoperiodo invertido de 12:12h
(C:E), a temperatura de 21,46+0,73 °C durante a escotofase ( periodo que ocorre a
liberagdo do feroménio, segundo Da Silva et al, 2006) e umidade relativa de
84,00+3,87%, sendo oferecida uma intensidade de iluminagao de 3,5 W/m?, durante
as 12 horas de fotofase. Uma lampada vermelha de 15W foi usada para facilitar as
observagdes durante as 12h da escotofase. Para tanto, 5 (cinco) machos virgens de
C. anonella, com idade entre 2-3 dias, marcados com tinta colorida atdxica sem
odor, foram colocados em camaras de vidro (14,8cm x 30cm x 20,3cm), sem fluxo de
ar. Em seguida, discos de papel de filtro (Whatman ®, n° 01, 20mm @) foram
impregnados com 10 pL de extratos da glandula abdnominal de fémeas virgens, em
chamamento, obtidos com hexano e diclorometano.

Nos biensaios com fémeas virgens vivas, as mesmas foram mantidas em
gaiola de polietileno (7 cm @), representando assim o tratamento-testemunha.
Sendo colocada uma fémea virgem na gaiola, que ficava fixada no superior da
camara de bioensaios. Discos de papel impregnados com hexano, bem como discos

limpos também foram testados servindo como tratamento controle e branco,
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respectivamente. O comportamento exibido pelos machos foi observado
ininterruptamente durante 10 minutos conforme descrito por Da Silva et al. (2006).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado. Todos os
experimentos foram conduzidos utilizando 10 (dez) repetigdes por tratamento e as
seguintes variaveis, baseadas no comportamento de cérte exibido por machos,
foram consideradas e quantificadas: (1) vibragéo de asas, (2) véo curto e rapido, (3)
toque na fonte e (4) tentativa de cépula.

Para os bioensaios envolvendo extratos da glandula de fémeas virgens,
foram realizados cinco tratamentos-teste (1:extrato hexanico de abdome, 2:extrato
em diclorometano de abdome, 3:hexano (controle), 4:diclorometano (controle) e 5: 1
tratamento testemunha (fémea viva). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

(P<0,05) e expostos na figura abaixo.
4.11.2.2 Bioensaios no campo

Os testes em campo foram realizados nos mesmos pomares onde os frutos
foram coletados, durante a safra, no més de julho de 2011 e 2012 em dias
ensolarados. Os experimentos com extratos de fémeas de C. anonella foram
conduzidos nos pomares de A. squamosa, (80£10% U.R e 27+ 0,3°C), sendo
escolhida uma area de 0,3 ha contendo 50 plantas com espagamento de 4m x 4m e
altura de 3 metros aproximadamente.

Estes bioensaios foram conduzidos em pomar de A. squamosa, em plantas
frutificadas. Neste bioensaio, foram distribuidas armadilhas tipo Delta® conforme
relatado por Parra-Pedrazzoli (2006), no terco médio de cada arvore, equidistantes
pelo menos 8 metros cada, em linhas e plantas alternadas. Cada uma, continha 1
(uma) gaiola (40mmg x 65mm altura) com 3 fémeas virgens no seu interior ou um
septo de borracha impregnado com extratos hexanicos abdominais de fémeas
virgens (20 fémeas/200 uL). Apos (sete) dias fazia-se a leitura para avaliar o numero
de machos capturados, bem como, a recasualizagdo das armadilhas. Sendo estas
etapas realizadas durante trés semanas consecutivas. Armadilhas contendo: septo
de borracha impregnado somente com hexano (controle), e sem tratamento (branco)

também foram distribuidas.
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Em todos os experimentos a normalidade dos dados das variaveis foi
verificada por meio do teste de Lilliefors a 5% de probabilidade. Os dados da
variavel, insetos capturados foram transformados utilizando-se raiz (x +0,5). Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variédncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey e Scott-Knott (Bioensaios com solugbes dos
compostos padrdes sintéticos em laboratério) a 5% de probabilidade. Todas as
analises foram realizadas utilizando-se o programa SAEG (UFV, 2007).

Nos bioensaios envolvendo a avaliacdo da atratividade de extratos
abdominais de fémeas, foram utilizadas 6 (seis) armadilhas por tratamento, num total
de 24 (vinte e quatro), a saber: 1) gaiola com 3 fémeas vivas; 2) extrato hexanico de
abdome (20 fémeas/200 uL); 3) hexano (controle) e 4) armadilha sem tratamento
(branco). Foram realizadas 6 (seis) repeticoes, e a variavel observada foi o nimero
de machos capturados por armadilha. Os resultados obtidos destes bioensaios

foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.
4.11.3 Bioensaios com solu¢cdes dos compostos padrdes sintéticos
4.11.3.1 Bioensaios em laborat6rio

Para realizacdo dos bioensaios, os compostos sintéticos foram diluidos em
hexano em duas concentragdes principais: 0,1 mg mL" e 1 mg mL". Estes
experimentos foram realizados em sala com fotoperiodo invertido de 12 horas, a
temperatura de 21,46+0,73 °C durante a escotofase e umidade relativa de
84,00+3,87%. Para tanto, 1 (um) macho de C. anonella com idade entre 2-3 dias foi
colocado em camaras de vidro (14,8cm x 30cm x 20,3cm), sem fluxo de ar. Em
seguida, discos de papel de filtro (Whitman ®, n°® 01) com diametro de 20 mm foram
impregnados com 10 pL das solugdes e da mesma forma, o comportamento exibido
pelos machos foi observado ininterruptamente durante 10 minutos conforme descrito
por Da Silva et al. (2006). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado.
Todos os experimentos foram conduzidos utilizando 10 (dez) repeticbes por
tratamento e as seguintes variaveis, baseadas no comportamento de corte exibido
por machos, foram consideradas e quantificadas: (1) vibragdo de asas, (2) voo curto

e rapido, (3) toque na fonte e (4) tentativa de copula.
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Também foram realizados bioensaios com as misturas de compostos nas

proporgdes estabelecidas por CG-EM (Tabela 3). Tal como no item anterior,

bioensaios com fémeas virgens vivas penduradas em gaiola de polietileno serviram

como tratamento-testemunha e discos de papel impregnados com hexano, bem

como discos limpos também foram testados servindo como tratamento controle e

branco, respectivamente. Para cada tratamento (Tabela 3, pag. 55) foram realizados

dez repeticdes.

Tabela 3 - Descricao dos tratamentos utilizados nos testes com solugées dos

compostos sintéticos

Tratamento Concentracdes

1: OAL 0,1mg/mL
2:0M 0,1mg/mL
3: OO0l 0,1mg/mL
4:0A 0,1mg/mL
5:0AL 1mg/mL
6:0M 1mg/mL
7:00I 1mg/mL
8:0A 1mg/mL
9:Mistura 1' 1mg/mL
10:mistura 2" 0,1mg/mL
11:Fémea virgem 1 fémea
12:Branco™ .

13: hexano'” -
14:Mistura 3" 1mg/mL
15:Mistura 4" 0,1mg/mL
16: Mistura 5"" 1mg/mL
17: Mistura 6 V" 0,1mg/mL

"Mistura quaternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(Ool):5(0A)]
"Mistura quaternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(Q0I):5(0A)]

"Disco de papel limpo

"Disco de papel impregnado com hexano

YMistura Ternaria dos compostos insaturados [1(OMI):3 (OALI):5(Q0lII)]
VIMistura Ternaria dos compostos insaturados [1(OMI):3 (OALI):5(00ll)]
ViMistura Teraria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(00L)]
ViMistura Ternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(00L)]



53

Materiais e métodos

Edjane Vieira Pires

4.11.3.2 Bioensaios de campo

Estes experimentos foram conduzidos no mesmo pomar onde os frutos de A.
muricata forma coletados, cujo valor de precipitagcdo no més de julho era de 204,2
milimetros (Secretaria de Estado do Meio Ambiente e dos Recursos Hidricos, 2012).
A realizacao dos bioensaios de campo pode ocorrer em pomar de A. muricata ou A.
squamosa, uma vez que, de acordo com Silva, (2012) ndo ha diferenca na
composigao quimica dos Compostos Organicos Volateis (COVs) dessas duas
especies.

A umidade relativa apresentava-se em cerca de 80% e a temperatura média
de 27+ 0,3° C. Uma area de 1 ha foi escolhida, com espagamento de 4m x 4m e
altura de 3m aproximadamente e as armadilhas foram distribuidas sob as mesmas
condigdes do bioensaio anterior. O volume da amostra impregnada foi de 500 pL, na
concentragcéo de 1 mg mL™".

Nos bioensaios envolvendo as solugbes dos compostos sintéticos, na
concentracdo de 1 mg mL™", foram distribuidas 5 (cinco) armadilhas por tratamento,
num total de 45 (quarenta e cinco), a saber: 1) (OM); 2) (OAl); 3) (OOI); 4) (OA); 5)
Mistura 1 [1(OM):3(OAL):5 (OOI):5 (OA)]; 6) Mistura 2 [1(OM):3 (OAL):5(00l)]; 7)
Fémea Viva (testemunha); 8) Hexano grau HPLC (controle) e 9) Armadilha sem
tratamento. Foram realizadas 5 (cinco) repeticbes e a variavel observada foi o
numero de machos capturados por armadilha. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
(P<0,05) e expostos na figura abaixo. A cada 7 (sete) dias eram feitas as leituras do

numero de machos capturados por tratamento e a racasualizagdo das armadilhas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analises Quimicas do extrato da glandula de Cerconota anonella

O extrato da glandula abdominal apresentou uma gama de compostos, dos
quais 0os mais promissores como componentes das misturas feromonais liberadas
por lepidépteros (HEDIN et al., 1986; SUBCHEV M et al., 2000; FRANCKE et al.,
2004; NAKA et al., 2006;), foram escolhidos para estudos posteriores relacionados a
identificacdo da atividade bioldgica destes componentes. A identidade destes
compostos esta designada, por siglas, objetivando a protecdo da identidade dos
mesmos, visto que, esses compostos estdo sob sigilo de patente. Deste modo, as
analises quimicas dos extratos de abdome de C. anonella foram norteadas no
sentido de se detectar a presenca dos seguintes compostos: (OOI), (OM), (OA) e

(OAL) nas amostras analisadas (Tabela 4, pag. 57; Figura 12, pag. 58).

Tabela 4 — Caracterizagdo quimica do extrato da glandula abdominal de Cerconota

anonella
Tempo de Composto Concentra?éo
retengao (min) mg mL’
24305 OOl 0,001593
23072 OAL 0,014425
24706 omi 0,006813
25246 oM 0,012527
28109 OA 0,012491
29317 OAl 0,025436

Figura 12 — Distribuicdo dos compostos: (OOIl), (OM), (OA) e (OAL), em extrato
hexanico da glandula abdominal de Cerconota anonella.
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Fonte: Autora, 2012.
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A presencga de OOI, OA, OAL e OM nos extratos hexanicos de abdomes de
fémeas de C. anonella, foi confirmada através de comparacdo dos tempos de

retencdo com compostos padrdes bem como co-eluicdo com 0os mesmos.

5.2 Micro-extragdo em fase sélida com fémeas de C. anonella

Os resultados das analises por Micro-Extracdo em Fase Sodlida (MEFS)
corroboram com os resultados obtidos pelo emprego da técnica de Extragdo por
Solvente (ES), conforme pode ser visto na Figura 13 (pag. 59), que apresenta,
dentre outros compostos, os compostos de interesse, (OOIl), (OM), e (OAL),
detectados anteriormente nos extratos obtidos por ES. Em outros trabalhos, como
de Millar, et al., (2008) e Beek, et al., (2005), também fez-se uso da Micro-extracao
em Fase Sdélida, com a intencdo de otimizar o resultado da extracdo dos COVs
oriundos das glandulas abdominais. Sabe-se, no entanto, que uma limitagcédo, deste
recurso € a nao possibilidade de armazenamento, o que torna impossivel a
avaliagdo comportamental do extrato obtido. Neste trabalho, realizaram-se os
bioensaios comportamentais de atracdao sexual, com os extratos obtidos por
extragdo com solvente. O que aparentemente ndo traz prejuizos, dada a similaridade
entre os perfis cromatograficos dos extratos obtidos pelo emprego das duas técnicas
de extragao.

Figura 13- Analise comparativa entre Microextragdao em fase Sélida (MEFS) e Extracao
com solvente (ES), para extragao dos provaveis COVs feromonais.

20

Tempo de retengao

Fonte: Autora, 2012.
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5.3 Preparacao dos compostos identificados nos extratos de abdome de

fémeas de Cerconota anonella.

Para comprovar a identidade dos compostos identificados por CG-EM como
possiveis candidatos da mistura feromonal liberada por fémeas de C. anonella,
através de analises quimicas e de ensaios comportamentais, os compostos OAL,
OALI, OM e OMI foram sintetizados. As Figuras 14 e 15 (pag. 59) mostram as
equacoes que representam a reacao de obtencdo do OAL e OALL.

Os dados espectrais de Ressonancia Magnética de Hidrogénio (RMN H"),
Infra-Vermelho (I.V) e Espectrometria de Massas (EM), foram decisivos na

confirmacgao estrutural do produto reacional formado.

5.3.1 OAL
Figura14: Esquema reacional da sintese do OAL
PEC CH,CI
R-CH,OH t 222 _» R-CHO
a

*Cloro Cromato de Piridina

5.3.2 OALI
Figura 15: Esquema reacional sintese do OALI
PCC CH,CI
R=CH(CH,),OH - 222 _» R=CH(CH,),CHO

*Cloro Cromato de Piridina

O percentual de rendimento ao final da reacao de formacdo do OAL e OALI
(87,67 e 85,02%) foi superior ao observado na literatura de referéncia (ISLAM, et al.,
2007), cujo rendimento foi de 67%. Os principais fatores analiticos observados foram
o sinal correspondente a hidrogénio aldeidico e carbonila por RMN H' e LV,
respectivamente. O OALI tem além destes sinais, aqueles correspondentes a dupla
ligacdo. Os espectros de massas foram ainda analisados, configurando-se como
uma ferramenta decisiva para confirmagdes estruturais.

No caso do OMI, obsevou-se sinais que sao atribuidos a dupla ligagdo. Os
rendimentos obtidos na sintese do OM e OMI foram de 78 e 91% respectivamente.
Os dados de RMN H', I.V e EM colaboraram para a certificacido da obtengdo do
produto desejado, também nesta etapa. Foi constatado o sinal caracteristico da

metoxila por RMN H', bem como da carbonila de éster no espectro de infravermelho,
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representando informacgdes definitivas de ocorréncia da reagédo. As Figuras 16 e 17
(pag. 60) mostram as equacgdes representativas da sintese do OM e OMI realizada

em laboratério.

5.3.3 OM
Figura 16 — Esquema reacional sintese do OM
R-CH,0H + )(J)\Oj\ Piidina . R_coOCHS
5.3.4 OMI

Figura 17- Esquema reacional sintese do OMI

O O
R=CHCH,0H + I I Piridina__ R CH(CH,),COOCH;
0

5.4 Andlise dos espectros de massas dos compostos de interesse presentes

no extrato de glandula de C. anonella

A intensidade do pico do ion molecular para alcoois € muito pequena e
muitas vezes ausente no espectro de massas obtido por impacto eletrénico. Um
fragmento considerado caracteristico para esta classe de compostos € o que
corresponde a perda de uma molécula de agua (M-H;O). Esse fragmento &€ mais
intenso em alcoois de cadeia longa (PAVIA, LAMPAMAN, KRIZ, 1996).

Um fragmento muito importante em alcoois e aldeidos contendo quatro ou
mais atomos de carbono € derivado da perda simultdnea de uma molécula de agua
e uma de eteno (M-46), a qual ocorre através do rearranjo de McLafferty sofrido pelo
ion molecular.

A analise do extrato da glandula mostrou a presencga de alcoois, a qual foi
comprovada através de comparagao do tempo de retengao (24:30 min), coeluicéo e
espectro de massas com composto padrdo comercial (ALDRICH®) (Figura 18, pag.
61).
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Figura 18 — Comprovacgao pelo tempo de retencao, da presencga do (OOIl) no extrato de
glandula de Cerconota anonella.
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Fonte: Autora, 2012

O espectro de massas do OOI no extrato do abdome de fémeas de C.
anonella apresenta os picos de fragmentacao caracteristicos (M-46) e (M-18) com
intensidade de apenas 4.83 e 3.70, respectivamente. A semelhanga espectral deste
alcool com um alcano esta de acordo com Ferreira et al., (2001) que afirmam ser
comum os espectros de alcoois se assemelharem aos de seus alcanos quando se
emprega a técnica de impacto eletrénico para ionizagao das moléculas.

O éster metilico, OM, foi comprovadamente detectado no extrato feromonal
com tempo de retencdo 25:24 min, como mostra a Figura 19 (pag. 62). Os
fragmentos m/e 31, referente ao ion metoxila (OCH3"), (M-31), e m/z =74, resultante
de rearranjo de Mc Lafferty estdo presentes no espectro da amostra e no produto
sintético acetilado em baixissima intensidade relativa 1.32, 0.47 e 1.27 (para o éster
na amostra) respectivamente. Apesar dos dados de RMN H' eIV que comprovam a
ocorréncia da acetilagdo, os fragmentos de m/z= 269 (M-29), caracteristico de
ésteres metilicos saturados e m/z =74, resultante de rearranjo de Mc Lafferty, ndo

foram detectados.
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Figura 19 — Comprovacgao pelo tempo de retengao, da presengca do OM no extrato de
glandula de Cerconota anonella.

i OM-Padréo

i Extrato da

7] glandula

i OM
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Tempo de retengao

Fonte: Autora,, 2012

O composto OA esta presente com tempo de retengao 28.10 min (Figura
20, pag 63) e possui espectro de massas coerente quando comparado ao espectro
do padrdo comercial (ALDRICH®). Os fragmentos considerados diagnésticos de
acidos como m/z= 60 proveniente de rearranjo de Mc Lafferty e m/z=73 resultante da
clivagem entre os carbonos beta e gama ocorrem em pequenissima intensidade

relativa (2.22 e 3.31, respectivamente).

Figura 20 — Comprovacao pelo tempo de retengao, da presenga do OA extrato de
glandula de Cerconota anonella
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Fonte: Autora, 2012

O composto OAL, tempo de retencao 23:07, foi detectado na amostra de

extragdo (Figura 21, pag. 63) e confirmado por comparagédo de tempo de retengao,
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coeluicdo com padrao sintético e analise do espectro de massas. Com o estudo do
espectro de massas, pode-se perceber a presenga de fragmentos considerados
caracteristicos desta classe. Dentre estes, podemos perceber o m/z 224 resultante
de um rearranjo de Mc Lafferty, o m/z 225 resultante de uma B-clivagem e m/z 250,
que caracteriza perda de uma molécula de agua. As abundancias relativas dos

fragmentos acima foram de 3.10, 3.43 e 0.24, respectivamente.

Figura 21 — Comprovacgao pelo tempo de retengao, da presengca do OAL no extrato de
glandula de Cerconota anonella

] OAL-Padrao
| Extrato da
. glandula
] OAL
10.0 15.0 20.0 25.0 a0, 350

Tempo de retengdo
Fonte: Autora, 2012
No extrato feromonal também detectou- se a presenca dos compostos
olefinicos, OMI e OAl com tempos de retencdo igual a 24.70 e 29.31 min.
Uma vez tendo-se comprovado a presenca de todos os compostos acima,
pela comparacdo do tempo de retengcao e por coeluicdo, foram realizados os
bioensaios necessarios. Sendo estes realizados de acordo com a Tabela 3 (pag.

55) da metodologia.

5.5 Bioensaios com extratos de fémeas de C. anonella

5.5.1 Comportamento de machos diante de extratos de fémeas de Cerconota

anonella em laboratorio.

Machos de C. anonella responderam, de forma diferenciada, comparando os
extratos do abdome de fémeas virgens obtidos em diferentes solventes, conforme

pode ser visto na Tabela 5 (pag. 64). Observou-se ainda que, as respostas de
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machos foram maiores para os extratos hexanicos e que o mesmo eliciou respostas
estatisticamente semelhantes ao tratamento testemunha (fémeas virgens vivas),
quando as variaveis foram Antenacdo, Agitacdo de asas e Toque na fonte,
caracterizando os extratos como atraentes.

Provavelmente a tentativa de copula ndo esta ligada, apenas ao estimulo
quimico, isto é, a exposicdo do macho ao extrato hexanico das glandulas
abdominais. Fatores visuais também podem ter contribuido para a diferenca
comportamental envolvendo esta variavel. Estudos realizados por Papke, et al.
(2005) constataram que as pistas visuais influenciam a escolha de machos de Colias
eurytheme (Boisduval, 1852) (Lepidoptera:Pieridae) pelas fémeas co-especificas a

curta distancia.

Tabela 5 — Resposta de machos de Cerconota anonella diante de extratos do abdome
de fémeas virgens obtidos com hexano e diclorometano

Variaveis
Tratamento
Antenagcdao Agitacdo de asas Toque nafonte Tentativa de cépula
1 13,00+3,63a 16,60+4,98a 10,80+3,67a 1,80+1,56b
2 1,40+0,74b 0,20+0,20b 0,00+0,00b 0,00+0,00b
3 0,80+0,48b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b
4 1,80+0,96b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b
5 17,80+4,44a 15,40+3,26a 11,0014,26a 6,20+1,56a

Tratamentos: 1:Abdome macerado com hexano; 2: Abdome macerado com diclorometano; 3:
Hexano; 4: Diclorometano; 5: Fémea viva. As médias (terro padréo) com letras diferentes nas
colunas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0.05).

Com isso comprova-se que nao é conveniente o uso de diclorometano para

extracdo dos compostos organicos volateis da glandula abdominal de C. anonella.
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5.5.2 Avaliagao da atratividade dos extratos de abdome de fémeas de C. anonella na

captura de machos em armadilhas de campo

As armadilhas, contendo como atraente os extratos hexanicos da glandula
abdominal, funcionaram positivamente na capturam de machos desta espécie. Além
disso, foi observado que a captura nao diferiu estatisticamente para fémeas vivas e

extrato hexanico de abdome (Tabela 6, pag.65).

Tabela 6 — Média de captura de machos de Cerconota anonella em pomar de A.

squamosa
Tratamento Insetos
capturados
1 2,00+0,47a
2 1,55+0,64a
3 0,0040,00b
4 0,0040,00b

Tratamentos: 1: Fémea viva, 2: extrato hexanico de abdome, 3) Hexano grau HPLC (controle) e 4)
Armadilha sem tratamento (branco). As médias (terro padrdo) de mesma letra nas colunas nao
diferiram entre si, pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade (p<0.05).

Com esses dados de comprovagdo da atividade atraente do extrato
hexanico em campo & que se partiu para o estudo de identificagdo dos componentes

do feromonio sexual de C. anonella.

5.6 Bioensaios com solugdes dos compostos padroes sintéticos

5.6.1 Avaliagdo dos compostos sintéticos identificados nos extratos de fémeas de

Cerconota anonella na atragao de machos co-especificos em ensaios de laboratério

A sequéncia associada ao comportamento de corte exibido por machos de
C. anonella diante de solugbes contendo a mistura de compostos sintéticos foi
semelhante ao que eles exibem na presenca de fémeas vivas em chamamento
conforme descrito por Da Silva et al. (2006), isto é, movimentagdo das antenas,
vibracdo de asas, voo normal e em ziguezague, localizagdo da pluma de odores,

voo contra o vento seguindo a trilha de odores, localizagcao da fonte de feromdnio,
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pouso nessa fonte ou em areas adjacentes, caminhada e movimentacao de asas até
encontrar a fonte de odor.

De maneira geral, essa sequencia de comportamento iniciava-se dois
minutos apds a introdu¢do do macho na camara de bioensaios e contato com os
volateis. Em nenhuma situagao foi observada a tentativa de copula, mas em certas
amostras sintéticas houve o pouso na fonte de odor, como mostra a Tabela 7 (pag.
67). De acordo com os dados estatisticos pode-se considerar que a concentragao
das misturas 1 e 2, constituidas pelos tratamentos 9 e 10 nao influenciam na
resposta dos machos a esses tratamentos, ou seja, ambas nao diferem entre si, pelo
menos em duas das trés variaveis observadas. Pelo observado, ndo existe diferencga
significativa entre os tratamentos 9, 10, 11 e 14, envolvendo, a variavel, agitagdo de
asas. A analise relacionada a variavel toque na fonte de odor, demonstrou que as
misturas 3 e 5 apresentaram resultados comparaveis ao tratamento correspondente
a fémea virgem, isto indica que possivelmente a mistura feromonal n&o inclui o
precursor biossintético, uma vez que essas misturas sao ternarias e compostas por
[1(OMI):3 (OALI):5(00QII)] e [1(OM):3 (OAL):5(0QI)]. Além disso, essa comparagao
permitiu concluir que a concentragao melhor, para teste das misturas € a de 1 (um)
miligrama por mililitros.

A mistura ternaria dos compostos insaturados [1(OMI):3 (OALI):5(OO0ll)], nao
diferiu estatisticamente quando comparada a fémea virgem em todas as variaveis
observadas, evidenciando que provavelmente sdo os compostos insaturados que
influenciam na atratividade dos machos de C. anonella. Os componentes
quimicos, quando testados individualmente, apresentaram respostas semelhantes
nos machos de C. anonella. Além disso, apresentaram respostas geralmente
inferiores quando comparadas as misturas dos compostos, o que corrobora com as

evidencias de sinergismo da maioria dos feromdnios sexual de lepidopteros.



64

Resultados e discussoes

Edjane Vieira Pires

Tabela 7 — Médias obtidas nos ensaios de laboratéorio empregando os componentes
do feromonio de Cerconota anonella

Tratamentos Agitacdo asas Voo direto fonte Toque na fonte
de odor de odor
1:0AL 0,1mg/mL 1,30+0,97b 0,20+0,13b 0,20+0,20b
2:0M 0,1mg/mL 3,10+2,00b 1,00%0,55b 0,00+0,00b
3: 00l 0,1mg/mL 1,90+1,36b 0,20+0,13b 0,00+0,00b
4:0A 0,1mg/mL 3,50+2,38b 2,30+1,04a 0,40+0,26a
5:0AL 1mg/mL 3,80+2,08b 0,30+0,30b 0,00+0,00b
6:0M 1mg/mL 0,90+0,31b 0,10+0,10b 0,00+0,00b
7:00I 1mg/mL 6,50+5,72b 0,10+0,10b 0,00+0,00b
8:0A 1mg/mL 3,90+1,94b 1,10+0,60b 0,10+0,10b
9:Mistura 1' 17,2045,54a 1,00£0,25b 0,10+0,10b
10:Mistura 2" 18,40+7,36a 2,70+1,42a 0,10+0,10b
11:Fémea virgem 29,60+4,97 a 3,10+£0,86 a 0,40+0,16a
12:Branco " 0,20+0,13 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00b
13:hexano' 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b 0,00+0,00b
14:Mistura 3V 19,6046,19 a 4,90+1,53 a 0,60+0,26a
15:Mistura 4"! 11,40+7,48 b 0,60+0,40 b 0,00+0,00b
16: Mistura 5"" 5,40+2,34 b 0,90+0,43 b 0,90+0,43a
17: Mistura 6" 6,60+4,43 b 0,40+0,22 b 0,00+0,00b

As médias (xerro padrao) com letras diferentes diferem entre si, nas colunas, pelo teste de Scott-
Knott.

'Mistura quaternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(Ool):5(0OA)] na concentragao de 1mg/mL

"Mistura quaternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(00I):5(0A)] na concentragéo de 0,1mg/mL

"Disco de papel limpo

"Disco de papel impregnado com hexano

YMistura Ternaria dos compostos insaturados [1(OMI):3 (OALI):5(O0Il)] na concentragio de 1mg/mL

VIMistura Ternaria dos compostos insaturados [1(OMI):3 (OALI):5(00II)] na concentragdo de 0,1mg/mL

V"Mistura Ternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(00l):] na concentragéo de 1mg/mL

VMistura Ternaria dos compostos saturados [1(OM):3 (OAL):5(O0I):] na concentragdo de 0,1mg/mL

5.6.2 Avaliagcdo dos compostos sintéticos identificados nos extratos de fémeas de

Cerconota anonella na atracdo de machos co-especificos em ensaios de campo

Nos bioensaios realizados em condicdes de campo, nido foi observada
diferenca significativa entre os tratamentos referentes aos compostos individuais
designados pelas siglas OM, OAL, OOI, OA, quando estes foram comparados ao
tratamento envolvendo hexano e branco (armadilha sem nada). Os machos de C.
anonella foram atraidos pelas armadilhas contendo as misturas 1[1(OM):3
(OAL):5(00I):5(0A)] e 2 [1(OM):3 (OAL):5(00l)]. (Figura 22, pag. 69). Porém,
dentre as amostras avaliadas, observou-se que a mistura que nio continha o
componente OA apresentou melhor resultado de atratividade. Estruturalmente o

componente OA é semelhante aos precursores biossintéticos, estando coerente com
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relatos de literatura, que consideram a auséncia dos precursores biossintéticos na
composigao do feroménio sexual de lepidépteros (SUBCHEV, et al 2000; MILLAR,
et al 2008; YAMAKAWA, et al 2009; LEE, et al 2005). Sendo assim, pode-se
considerar que a presenga do OA pode interferir negativamente, na intensidade da

resposta a mistura de compostos que constitui o feroménio sexual de C. anonella.

Figura 22 —Numero Médio (media * erro padrao) de machos de Cerconota anonella
capturados diante de compostos sintéticos identificados nos extratos de

fémeas.
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Fonte: Autora, 2013

Varios fatores podem influenciar resultados de captura em campo, tais
como, umidade, temperatura, época, densidade populacional, precipitagdo, idade
das plantas, entre outros. Carde e Baker (1984) e Kondo e Tanaka (1994),
verificaram no campo que quando a propor¢cao de fémeas é maior que a dos
machos, elas competem com o feroménio liberado nas armadilhas, diminuindo,
desta forma, sua eficiéncia por causa da menor captura de machos. A diferengca no
tempo de emergéncia entre fémeas e machos podem ter como resultado um maior
numero de fémeas, nestas condicbes os machos sdo mais atraidos pelas fémeas

para o acasalamento, do que pelas armadilhas de feromonio (IBARRA, 2006).
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6 CONCLUSOES

e Os extratos de fémeas virgens de C. anonella, obtidos em hexano, sdo mais

atrativos para machos co-especificos;

e Em testes de campo, a atracdo de machos desta espécie para extratos
hexanicos de fémeas foi semelhante a observada para as armadilhas

contendo fémeas virgens vivas;

e As analises quimicas dos extratos hexanicos por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) revelaram, dentre outros, a
presenca de quatro compostos, 0s quais receberam as seguintes siglas:
(OO0lI), (OM), (OA) e (OAL);

o As solucdes dos compostos individuais testadas em campo, ndo eliciaram
respostas de atracdo em machos, entretanto, as misturas ternaria e
quaternaria destes compostos saturados, eliciaram atragdo em machos de C.
anonella, semelhante ao que foi observado para os extratos hexanicos de

fémeas virgens;

e Com relagcdo aos bioensaios laboratoriais percebeu-se que compostos
quimicos sintéticos, testados individualmente, eliciaram resposta inferior em
machos de C. anonella, quando comparados as misturas testadas, que por
sua vez, apresentaram resultados comparaveis aos observados nos

bioensaios com os extratos da glandula abdominal de fémeas virgens;

o Em testes de campo, dentre as misturas de compostos testadas, a mistura
ternaria representada pelos compostos [1(OM):3 (OAL):5(0OO0I)] foi a que

eliciou uma atratividade mais pronunciada em machos;

e Em testes de laboratério a mistura dos compostos insaturados [1(OMI):3
(OALI):5(0O0Il)] foi a que mostrou melhor resultado para as variaveis

observadas;

e Pelo exposto, conclui-se que provavelmente, os compostos identificados e

testados sdao os componentes do feromdnio sexual de C. anonella.
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7

3.

PESPECTIVAS

Realizar novos bioensaios, em campo com as misturas que apresentaram
resultados mais promissores nos ensaios de laboratério e de campo.

Realizar analises de Cromatografia Gasosa Acoplada a Eletroantenografia
(CG-EAD), com os compostos trabalhados nesta tese e suas misturas, para
confirmagao do que foi observado em bioensaios aqui trabalhados.

Que os resultados obtidos sejam utilizados como subsidio para novos estudos
que visem a aplicacdo dos mesmos no Manejo Integrado de Pragas. Estes
novos estudos inclui: testar variaveis que podem influenciar na eficiéncia da
mistura feromonal, tais como, altura, tipo, distdncia e cor das armadilhas,
temperatura, umidade, periodo da safra e entre safra, clima, variedade das

espécies em campo, tamanho da area de aplicacao do feromdnio.
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