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RESUMO

Este trabalho aborda a identificacdo estrutural e a sintese dos compostos produzidos por duas
espécies de besouros da familia Curculionidae: o besouro Montella sp., causador de injurias em
cultivos comerciais de Vanilla planifolia no Sul da Bahia, e o Amerrhinus ynca Sahlberg,
responsavel por danos em espécies da familia Aracaceae, principalmente na produgdo de coco,
causando perfuragdes na raquis foliar que obstruem o fluxo de nutrientes. Devido a
periodicidade e intensidade dos ataques essas espécies tém causado redu¢do na produtividade e
grandes perdas econdmicas. Até o momento ndo ha inseticidas registrados ou técnicas de
controle eficientes para combate a esses insetos. Visando a identificacdo e a sintese do
feromonio de agregacao de cada uma das espécies, os volateis liberados por adultos, machos e
fémeas de Montella sp., foram coletados por meio da técnica de aeragdo. A partir da comparacao
das analises dos extratos por cromatografia gasosa foi possivel observar a presenca de trés
compostos macho-especificos que tiveram sua atividade bioldgica confirmada através de
bioensaios laboratoriais. Através de analises de CG-EM e IV foram propostas as possiveis
estruturas como um alcool e dois acetatos de cadeia longa insaturada. As posi¢des das ligagdes
duplas foram determinadas realizando a derivatizacdo do extrato com 4-metil-4H-1,2,4-
triazolina-3,5-diona. A confirmacdo das estruturas quimicas envolveu padrdes sintéticos e o
desenvolvimento de uma primeira rota sintética. Os trés compostos de Montella sp. foram
identificados como: (10F,127)-hexadecadienol (bombicol), acetato de (10F,122)-
hexadecadienila (acetato de bombiquila) e acetato de (10E,12E)-hexadecadienila. Testes em
olfatdmetro do tipo Y empregando os compostos sintéticos confirmaram a atividade bioldgica.
As estruturas dos componentes do feromonio de Montella sp. sdo incomuns em espécies de
Curculionidae e normalmente sdo identificados para Lepidoptera, sendo este o primeiro relato
em Coleoptera. Neste projeto também foi realizada a identificacdo e sintese do feromonio de
agregacao presente na cuticula de 4. ynca. Os extratos de cuticula de adultos, machos e fémeas,
foram extraidos pela técnica de imersdo em solvente. Na compara¢do dos resultados das
analises dos extratos por CG foi possivel observar a presenca de dois compostos macho-
especificos que tiveram sua atividade biologica confirmada através de bioensaios laboratoriais.
Através das analises de GC-MS e FTIR do componente majoritario e da coinje¢do foi
identificado o octadecanal. O conjunto de analises deu indicios que o segundo componente era
uma cetona de cadeia longa metil-ramificada. Apos a sintese de trés diferentes estruturas e da
coinjecao, essa foi identificada como sendo a 6-metildocosan-2-ona. Para a determinagao da

configuragdo absoluta do feromdnio natural foi sintetizado o isdmero () da 6-metildocosan-2-



ona empregando-se o (S)-citronelol como fonte de quiralidade. Através da comparagao dos
tempos de retencdo do feromodnio natural com a cetona racémica e com o enantiomero (.S)
sintético, por meio de cromatografia gasosa com fase estaciondria quiral, a configuragdo

absoluta do feromonio foi determinada como sendo (S)-6-metildocosan-2-ona.

Palavras-chave: Feromonio de agregacdo; Semioquimicos; CG-EM; CG-IVTF;

Microderivatizacao



ABSTRACT

This project describes the structural identification and synthesis of compounds from two species
of beetles from the Curculionidae family. The beetles Montella sp. causes injuries in
Commercial crops of Vanilla planifolia in southern Bahia, in Brazil. Amerrhinus ynca Sahlberg
beetles causes damages to several species of palm trees, as Arecaceae family. The larvae of this
beetle pierces the leaf rachis, causing an obstruction in the flow of nutrients through the plant,
for example this damage occurs in coconut production. Due to the periodicity and intensity of
the attacks, the beetles have caused reduction of productivity and large economic losses. So far,
there are no registered insecticides or efficient control techniques for those weevils. Aiming the
identification and synthesis of the aggregation pheromone of the species, the volatiles released
by adults, males and females of Montella sp., were collected by aeration techniques. The
extracts were analyzed by GC-FID, and the comparison of the chromatograms showed three
male-specific compounds which promoted biological activity in laboratory bioassays. And the
comparison of the chromatograms showed three male-specific compounds which promoted
biological activity in laboratory bioassays. Analysis with the mass spectrometry (GC-MS) and
infrared spectroscopy (GC-FTIR) suggested structural proposals that the compounds are one
alcohol and two long chain unsaturated acetates. The positions of the double bounds were
assigned by performing derivatization of the extract with MTAD. The proposed structures were
confirmed with-standards and also the development of a first synthetic route, identifying the
compounds as: (10E,127)-hexadecadienol (bombykol), (10E,12Z7)-hexadecadienyl acetate
(bombykyl acetate) and (10E,12F)-hexadecadienyl acetate. In order to have more material of
the components to develop bioassays in the laboratory and in the field, studies were carried out
using other two synthetic routes. Bioassays performed in Y-Tube olfactometer showed the
biological activity of the male-specific compound synthetics. The structures of the components
of the pheromone of Montella sp. are unusual to Curculionidae species and resemble
pheromones identified for Lepidoptera, being the this study the first report in Coleoptera
species. The other study developed was the identification and synthesis of the aggregation
pheromone present in the cuticle of 4. ynca. The euticle extracts from adults individuals, males
and females, were collected by immersion of the adult beetles in hexane. Chromatographic
analysis of cuticular extracts from males and females revealed that only male insects had
specific cuticular chemical compounds. The chemical structures of two male-specific

pheromone compounds were proposed by the analysis of their GC-MS and CG-FTIR. The



structure suggested for the major component was octadecanal, which was confirmed by CG
analysis and coinjection of a synthetic standard. The second compound presented as a minor
component was proposed as a methyl-branched ketone (2). Three structural proposals were
desined and synthesized to identify and confirm the structure of the methyl-branched ketone as
6-methyldocosan-2-one. To determine the absolute configuration of the natural product, the
enantiomer (S) of, 6-methyldocosan-2-one was synthesized, starting the with (S)-citronellol,
which is common used as a chiral block. By comparison of the retention times of the natural
pheromone with the synthetic isomer, in a gas chromatography analysis with a chiral stationary
phase, the absolute configuration of the aggregation pheromone was assigned as the enantiopure

(8)-6-methyldocosan-2-one.

Keywords: Pheromone aggregation; Semiochemicals; GC-MS. GC-FTIR; Microderivatization
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado apresenta os resultados divididos em duas partes:

PARTE I - Identificacao e sintese do feromonio de agregacio da espécie Montella sp.

PARTE II - Identificacdo e sintese e do feromonio de agregacio da espécie Amerrhinus
ynca.



1 INTRODUCAO

1.1 ECOLOGIA E COMUNICACAO QUIMICA DE INSETOS

Ecologia ¢ definida como a ciéncia que estuda as interagdes entre os organismos € o
ambiente, ¢ o estudo das substancias quimicas que mediam essas interagdes ¢ chamado de
Ecologia Quimica (TAKKEN; DICKE, 2006). Entre os diversos grupos de animais na natureza,
os insetos sdo os que mais se utilizam do sistema olfativo para sua comunicagado, sendo a fonte
primaria de informagdo (BIRCH; HAYNES, 1982). Os sinais quimicos envolvidos nessa
comunicacdo desempenham importante papel, uma vez que fornecem informagdes que
orientam as suas relacoes (TEGONI et al., 2004). Dentre essas informacdes estdo desde a
localizacdo de presa até a selecdo de planta hospedeira, a defesa, os locais para oviposi¢ao, a
corte, o acasalamento, entre outros comportamentos (PAIVA; PEDROZA-MACEDO, 1985).

A comunicacgdo entre os insetos por meio de odores ocorre por sensores ou receptores
moleculares localizados em suas antenas (TEGONI et al., 2004). Dessa forma, os insetos sao
capazes de distinguir com precisao quantidades diminutas de um odor ou de uma mistura desses
na complexidade de odores que os cerca, permitindo uma resposta comportamental na
intensidade adequada.

As substancias quimicas que intermedeiam essas comunicacdes sdo conhecidas como
semioquimicos, isto ¢, “sinais quimicos” (NORDLUND; LEWIS, 1976). Esses compostos sao
classificados com base no tipo de interagao entre o individuo emissor e o receptor, podendo ser
intraespecifica (feromdnios) ou interespecifica (aleloquimicos) (DICKER; SABELIS, 1988).
Os semioquimicos ainda podem ser divididos em cairoménios, quando beneficiam o receptor
do sinal; alomoénios, quando o emissor ¢ beneficiado; ou sinomonios, quando ambos sdo
beneficiados.

Os feromonios sdo substancias secretadas por um inseto que afetam o comportamento
de outros individuos da mesma espécie. Dentre os feromdnios mais investigados podemos citar
os de trilha, de alarme, de oviposi¢cdo, de agregagdo e os sexuais. O primeiro feromoénio foi
isolado e identificado em 1959 em estudos com a mariposa do bicho-da-seda (Bombyx mori)
conduzidos pelo pesquisador alemao Adolf Butenandt e colaboradores. O composto isolado e
sintetizado foi o alcool (10E,127)-hexadecadienol, conhecido popularmente como bombicol
(1), apresentado na Figura 1 (BUTENANDT et al.,1959; ZARBIN et al.,1999). Desde entdo,

esse composto, além de referencial histérico, vem sendo identificado como feromonio sexual
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em espécies de insetos da familia Lepidoptera. Muitos trabalhos relatam também a identificagao
de isomeros desse alcool e de seus derivados como feromonios nessa familia, a exemplo do
acetato de (£10,Z12)-hexadecadienila (Acetato de bombiquila) (2) e do acetato de (£10,E12)-
hexadecadienila (3), identificados na espécie Hemileuca nuttalli por Mcelfresh e Millar (1999).
Ja na espécie Hemileuca eglanterina, foi identificada uma mistura de (1), (2) e do aldeido

(E10,Z12)-hexadecadienal (bombical) (4).

FIGURA 1 - Mariposa Bombyx Mori (Foto: Fabio Pupin)
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A necessidade do controle de pragas em larga escala fomentou o aumento e o uso intenso
de pesticidas, e com isso o0s insetos passaram a ter grande resisténcia aos pesticidas
convencionais, forcando as empresas a criarem novas formulagdes para esses produtos
quimicos. Como consequéncia grandes alteragdes ocorreram na ecologia natural, prejudicando
o meio ambiente e a economia (ZARBIN; RODRIGUES, 2007).

Em decorréncia disso houve um crescente interesse cientifico na utilizacdo de
estratégias diversificadas e ligadas ao Manejo Integrado de Pragas (MIP), especialmente com
estudos voltados para feromonios, uma vez que se constituem em alternativa de controle para
importantes pragas da agricultura, além de serem seguros e menos prejudiciais ao meio

ambiente (BIRCH, 1982; MAYER; MCLAUGHLIN,1990).

1.2 FEROMONIOS DE AGREGACAO NA FAMILIA CURCULIONIDAE

A familia Curculionidae possui cerca de 83 mil espécies ja descritas na literatura. O
género Rhynchophorus é o que possui maior nimero de espécies com feromonios identificados,
destacando-se também os géneros Dynamis e Metamasius. A maioria dos feromonios relatados

para Curculionidae ¢ produzida pelos machos e desencadeia o comportamento de agregacao
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(BANDEIRA et al., 2021). No entanto existem relatos de producao de feromonios por fémeas,
incluindo os de longa distancia, que atraem principalmente machos; os de contato, que
permitem conhecer coespecificos; € os de oviposi¢do, que sdo utilizados para marcar onde seus
ovos foram depositados (AMBROGTI et al. 2009).

As classes de compostos que compdem os feromonios dos curculionideos sao
comumente monoterpenoides (majoritariamente ciclicos), porém outras classes de compostos
derivados de acidos graxos também sdo encontradas, tais como alcoois, cetonas e ésteres de
cadeia com ramificagdes metilicas e com niimero variavel de carbono (AMBROIJI et al., 2009;
BANDEIRA et al, 2021), conforme exemplos que citaremos a seguir. O bicudo-do-algodoeiro,
Anthonomus grandis (A) produz quatro componentes na sua mistura feromonal, todos
derivados do isopreno. Os dois principais componentes sdo os dlcoois terpenoides (1R,25)-cis-
2-isopropenil-1-metilciclobutanoetanol ~ (5b)  (grandisol) e  (£)-3,3-dimetil-6-1-f3-
cicloexanoetanol (7b). Em menores quantidades, foram identificados os aldeidos terpénicos
(£)-3,3-dimetil-8-1-a-cicloexanoacetaldeido (7¢) e (E)-3,3-dimetil-6-1-a-
cicloexanoacetaldeido (7d) (TUMLINSON et al. 1969; THOMAZINI, 2009). O Sphenophorus
levis (B), importante praga da cana-de-agucar no Brasil, libera o alcool (S)-2-metiloctan-4-ol
(14) (ZARBIN et al., 2004). Duas cetonas s3o liberadas como feromonio de agregagdo por
Rhinostomus barbirostris (C), os isomeros (4S5,5R) — e (4S,5S5)-5-hidroxi-4-metil-heptan-3-ona
(20) (REIS et al., 2018). Recentemente, Vidal e colaboradores (2019) identificaram na espécie
Homalinotus depressus (D) uma nova classe de estruturas de feromonios para curculionideos.
Na investigacao dos volateis liberados por individuos machos da espécie, foram identificadas
como feromonio de agregacdo as seguintes isoforonas: epoxiisoforona (21), isoforona (22),
homalinol (23) e 2-hidroxiisoforona (24). Na Figura 2 encontram-se dispostos exemplares das
espécies citadas acima, e na Figura 3, exemplos de compostos presentes na mistura de

feromonios detectados em espécies de Curculionidae.
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FIGURA 2 — Espécies de Curculionideos Anthonomus grandis (A), Sphenophorus levis (B), Rhinostomus
barbirostris (C) e Homalinotus depressus (D)

FIGURA 3 - Compostos feromonais encontrados em algumas espécies da familia Curculionidae (adaptado de
Ambrogi et al, 2009; Bandeira et al., 2021).
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1.3 Montella sp. EA CULTURA DE BAUNILHA NO BRASIL

A baunilha ¢ uma planta de clima tropical pertencente a familia Orchidaceae que tem
habitos de trepadeira e ¢ cultivada principalmente sob a sombra de arvores. Ela se destaca entre
as plantas aromaticas e sua principal espécie comercial ¢ a Vanilla planifolia, nativa do México,
e distribuida na América do Sul e Central, incluindo o Brasil (FIGUEIREDO, 1957). Essa
espécie ¢ de grande importancia econdmica, pois apresenta maior quantidade de vanilina em
seus frutos do que outras espécies, tornando-se a Unica de interesse comercial fora do contexto
ornamental (SHEEHAN; FARACE, 2003).

No Brasil, a maior parte do consumo dessa especiaria depende de sua importacdo, uma
vez que nossa producdo de V. planifolia ¢ reduzida (HOMMA et al., 2006). A V. planifolia
pode ser encontrada no Brasil em regides de clima tropical, sendo na Amazdnia (HOMMA et
al., 2006) e no Baixo Sul da Bahia as regides de maior producdo, ¢ o estado de Sao Paulo o
principal mercado comprador dessa produ¢ao (MAY et al., 2019). Entre os principais fatores
que tém provocado a redugao da producao de V. planifolia no sul da Bahia destaca-se o ataque

de insetos-praga, principalmente do género Montella (Figura 4).

FIGURA 4 - Exemplar de adulto da espécie Montella sp. (Foto: Jordao, J. P. et al., (2020)

Besouros do género Montella sp. Bondar, 1948 (Coleoptera: Curculionidae) pertencem
a subfamilia Baridinae, sdo endémicos do Brasil e ocorrem em orquideas, principalmente
durante a estagdo de floragdo (DAVIS, 2011). Estudos com orquideas da espécie Dichaea
pendula (Aubl.) Cogn. demonstraram que esse inseto ¢ florivoro e polinizador secundarista,
devido as autopoliniza¢des por acasalamento em flores (NUNES et al., 2016). O género
Montella também foi relatado em orquideas da espécie Phragmipedium sargentianum, como
visitante floral (HANSEN et al., 2013), e em Grobya amherstiae Lindl., como mediador de
autopolinizagdes (MICKELIUNAS et al., 2006). No Brasil, Montella sp. foi encontrado em

flores da orquidea Phragmipedium sargentianum, sendo observadas perfuragdes em alguns
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botdes florais (AINFO, 2012). No sul da Bahia, Montella sp. ¢ relatado como causador de
intensos ataques nos caules, folhas e flores de V. planifolia, causando perdas significativas nas
plantagdes de baunilha. Segundo Jordao et al. (2020), plantas em estagios vegetativos foram
mais suscetiveis ao ataque quando comparadas as plantas na fase reprodutiva, apresentando
maior perda de produtividade no estadgio de floracao. Nos dois estagios investigados muitas
plantas tiveram mais de 50% de suas estruturas afetadas devido a construg¢ao de galerias pelos

insetos, conforme Figura 5.

FIGURA 5 - Danos ocasionados por infestagao de Montella sp. em cultivo de V. planifélia (Fotos: Jordao, J. P.
et al., 2020)

1.4 Amerrhinus ynca E A CULTURA DE COCO NO BRASIL

O Brasil destaca-se mundialmente como um importante produtor e consumidor de
frutas, especialmente as tropicais e subtropicais. Dentre as frutiferas de clima tropical encontra-
se o coco (Cocos nucifera L. Arecaceae = palmae), com destaque econdmico e social (COSTA
et al., 2005). Isso se deve ao seu grande potencial de uso, fazendo o coqueiro ser conhecido
como uma planta multifun¢do, uma vez que sdo originados varios produtos e derivados de
partes do fruto e da planta (KRISHNAKUMAR et al., 2018).

A produgdo brasileira de coco ¢ de aproximadamente 2,8 milhdes de toneladas
colhidas em uma area cerca de 287 mil ha, ocupando o sétimo lugar na produ¢do mundial
(ALVES et al., 2018). Embora presente em todo pais, a maior producdo de coco esta
concentrada ao longo do litoral do Nordeste e parte do Norte (JESUS et al., 2018). No entanto
os produtores sofrem com grandes perdas econdmicas decorrentes de ataques de insetos e
pragas, em especial de individuos da familia Curculionidae. Dentre esses insetos, merece
destaque o curculionideo Amerrhinus ynca Sahlberg (Figura 6) (MOURA et al., 1994).
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FIGURA 6- Exemplar de adulto da espécie A. ynca (Foto: SANTOS, R. R. C, 2018)

O Amerrhinus ynca, 1823 (Coleoptera: Curculionidae), popularmente conhecido como
broca-da-raquis-foliar (GOMES, 1992), ¢ endémico do Brasil e ¢ um dos insetos que atacam as
culturas de Cocos nucifera L., diminuindo a produg¢ao e causando grandes perdas econdmicas
(FERREIRA ef al., 1987; MARTINS et al., 2013; JESUS, 2014). Pode ser encontrado em
plantas hospedeiras como a Copernicia prunifera (Miller) H.E. Moore, a Elaeis guineensis
Jacq., a Syagrus coronata (Mart.) Becc, a Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodde e a Syagrus
botryophora Mart. (FERREIRA et al. 1997). Tem um habito diurno e ¢ frequentemente
observado nos periodos mais quentes do ano, atacando coqueiros adultos e/ou jovens
(FERREIRA, 1987). As larvas atacam e perfuram as raquis, alimentando-se dos tecidos internos
e desenvolvendo grandes galerias (FERREIRA, 2006) (Figura 7). Os danos causados por A.
ynca podem comprometer mais de 50% da coroa foliar da planta, o que afeta o metabolismo e,
consequentemente, a produgdo (FERREIRA, 2006).

Conhecendo os danos causados por essas pragas e a complexidade em controlé-las, ¢
desejavel encontrar opgdes que atuem com os métodos de controle cultural ja existentes,
visando diminuir, principalmente, o emprego de agrotoxicos. Nesse sentido, este trabalho tem
como objetivo identificar os compostos produzidos pelas espécies de curculionideos Montella
sp. € A. ynca para que possam ser utilizados no Manejo Integrado de Pragas (MIP), uma vez
que ndo existem inseticidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(MAPA) para controlar os insetos mencionados.
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FIGURA 7- Danos ocasionados por infestacdo de A. ynca em cultivo de C. nucifera: (A e B) Restos
alimentares e seiva que exsudam pelos orificios de postura; (¢) Orificios por onde emergem os
adultos; (D) Queda e amarelamento das folhas atacadas (Foto: SOUZA, R. M., 2006)
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2 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Identificar os feromonios de agregacao de Montella sp. e Amerrhinus ynca.

2.1.2 Objetivos especificos

- Identificar os compostos macho-especificos liberados pelos insetos das espécies
Montella sp. e A. ynca Salberg, utilizando-se técnicas de derivatizacao, espectrometria

de massas e espectroscopia na regido do infravermelho;

- Sintetizar os compostos identificados para comparagdo de dados cromatograficos e

espectroscopicos com os compostos naturais que nao apresentarem padrdes sintéticos;

- Realizar testes de atratividade com os compostos sintéticos em laboratério.
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PARTE I

IDENTIFICACAO E SINTESE DO FEROMONIO DE AGREGACAO DA ESPECIE
Montella sp.
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3 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

3.1 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO FEROMONIO DA ESPECIE Montella
sp.

As andlises cromatograficas dos extratos de compostos volateis produzidos por machos
e fémeas adultos da espécie Montella sp. (Figura 8) apresentaram trés compostos (1, 2 e 3)
produzidos somente pelos machos. Os indices de retencdo para os compostos macho-

especificos determinados em coluna DB-5 foram 1932, 2057 e 2074, respectivamente.

FIGURA 8- Comparagao dos cromatogramas obtidos por CG-DIC das analises dos compostos volateis liberados
por machos (&) e fémeas (9) de Montella sp.

Para saber se o extrato que continha os compostos macho-especifico apresentava
atividade sobre os individuos machos e fémeas adultos da espécie foram realizados testes
bioldgicos comportamentais utilizando olfatometro em Y. Nesses testes, os insetos poderiam
ser atraidos pela fonte de odor que continha o extrato de macho e/ou fémea ou pela fonte de
odor contendo apenas hexano (controle). As respostas comportamentais de Montella sp. frente
aos extratos de volateis de machos adultos versus extratos dos volateis de fémeas mostraram
que 70% dos machos (21 insetos, x*> = 16,0, P<0,05) e 77% das fémeas (23 insetos, x> = 22,2,
P<0,05) escolheram a fonte de odor que continham os volateis dos machos (Figura 9). Quando

foram testados os volateis de machos versus hexano (controle), 80% dos machos (24 insetos, x>
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= 26,0, P <0,05) e 77% das fémeas (23 insetos, x> = 22,2, P<0,05) foram atraidos para o
tratamento. A alta atratividade dos volateis dos machos para ambos os sexos indicou a presenga

de feromdnio de agregacdo liberado por machos Montella sp.

FIGURA 9 - Respostas de machos e fémeas de Montella sp. aos extratos de volateis produzidos pelos machos e
fémeas coespecificos

COMPOSTO NATURAL

W Extrato M B Extrato F Hexano

Machos

*

Fémeas

25 15 5 5 15 25
Resposta (numero de insetos)

(*) Diferenga significativa pelo teste Qui-Quadrado (x°) p<0,05.

Para a elucidacao estrutural do possivel feromonio de agregagdo, os extratos foram
analisados por CG-EM (Figura 10-1/2/3) e CG-IVTF (Figura 11-IV2). Dentre os principais
fragmentos encontrados nos espectros de massas, destacam-se para o composto (1) o pico base
com m/z 67, o que da indicios da presenca de duas ligacdes duplas conjugadas. Além disso, o
ion molecular com m/z 238 e o fragmento com m/z 220 [M-18]" indicam a presen¢a de um
grupo hidroxila (OH), pois se refere a perda de uma molécula de dgua na estrutura (Figura 10-
1). Esses fragmentos indicavam que o composto (1) era um alcool de cadeia longa com férmula
molecular Ci16H300. Ja os compostos (2) e (3) apresentaram espectros de massas semelhantes
(Figura 10- 2/3), ambos com ion molecular com m/z 280. O fragmento com m/z 220 pode ser
proveniente da perda de uma molécula de 4cido acético [M-60]" decorrente de um rearranjo de
McLafferty (Esquema 1). O fragmento com m/z 43 ¢ resultante da clivagem da ligacao simples
carbono-oxigénio presente nos ésteres. Por meio do pico base com m/z 67, verificamos que

esses compostos possivelmente seriam acetatos derivados do alcool (1).
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FIGURA 10 - Espectros de massas referente aos compostos (1, 2 e 3) macho-especificos produzidos por
Montella sp.
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ESQUEMA 1- Rearranjo de McLafferty resultando no fragmento com m/z 60 (PAVIA, et al, 2010)
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O espectro de infravermelho do composto majoritario (2) (Figura 11 — IV 2) corroborou

os dados de EM, mostrando bandas de absor¢do em 1043 cm™! e em 1247 cm™, relacionadas as

ligagdes O-C-C e C-O-C, e uma banda em 1741 cm™! referente ao estiramento da ligagdo C=0

e caracteristica de grupos carboxila de ésteres (SMITH, 1999). Além disso, duas bandas de

baixa intensidade em 3022 cm™! e 3007 cm™! (estiramento CH) associadas as bandas 952 cm™ e
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987 cm™! (estiramento CH vinilico de insaturagdes com geometria Z e E, respectivamente)
indicaram a presenga de um sistema conjugado Z,E ou E,Z (ATTYGALLE et al., 1995;
ATTYGALLE, 1994).

FIGURA 11 - Espectro de infravermelho referente ao composto (2) macho-especifico produzido por Montella

sp.
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Para auxiliar na identificagdo da posi¢ao das ligagdes duplas conjugadas foi empregado
um método que consiste em adicionar ao extrato o 4-metil-1,2,4-triazolina-3,5-diona (MTAD),
um dienofilo capaz de formar rapidamente cicloadutos de Diels-Alder conforme apresentado

no Esquema 2 (ATTYGALLE, 1998).

ESQUEMA 2- Cicloadicdo de Diels-Alder empregando-se MTAD como dienoéfilo
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A derivatizacdo do composto majoritario (2) com MTAD permitiu a determinagdo das
posicoes das insaturagdes (YOUNG et al., 1990; MCELFRESH e MILLAR, 1999a). O espectro
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de massas do adulto de Diels-Alder apresentou um ion molecular com m/z 393, pico base com
m/z 208 e um fragmento com m/z 350, indicando que as posicoes das insaturagdes
apresentavam-se no C-10 e C-12 (Figura 12). Entretanto os cicloadutos de MTAD nao sdo uteis
na identificacdo da estereoquimica do dieno, uma vez que suas analises ndo fornecem subsidios

para determinacao da configuragdo Z E ou da E,Z no dieno parental.

FIGURA 12- Espectro de massas referente ao adulto formado da derivatizagdo do composto macho-especifico
majoritario (2) produzido por Montella sp. com MTAD

|
o=Nw_0o
adba
, NN

0]
r AN
208 '

1007
(@] ,’ \\
L msz208 \
757 '
m/z 350 ¢ - -
50

151
166
] T

ol g [223, 050 | | 331 393

50 100 150 200 250 300 350 m/z

Com esses resultados, a estrutura molecular proposta para o composto (2) foi o acetato
de hexadecadienila, faltando definir a estereoquimica da ligacao dupla. Os acetatos (2) e (3)
podem ser derivados do alcool (1), considerados o espectro de massas e os fragmentos
observados. O hexadecadienol foi o primeiro feroménio identificado e recebeu o nome de
Bombicol, por ter sido isolado de lepiddpteras fémeas da espécie Bombyx mori. Este trabalho ¢
o primeiro na literatura que relata a presenga do Bombicol e seus derivados acetatos como
componentes do feromonio de agregacao de um curculionideo.

Apos ter sido proposta a estrutura quimica do feromonio de Montella sp., a etapa
seguinte foi a obten¢do do alcool (1) e dos dois estereoisdmeros geométricos do acetato de

hexadecadienila (2 e 3), e para isso trés rotas sintéticas foram elaboradas e executadas.
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32 ESTUDOS VISANDO A SINTESE DO ACETATO DE (10Z12E)-
HEXADECADIENILA (33) E ACETATO DE (10E,12E)-HEXADECADIENILA (33)

A primeira analise retrossintética elaborada para o composto (33) (Esquema 3) propde
a construcao do composto em dois blocos, A e B, que resultaria em uma mistura de (33). Assim,
o acetato (10Z,12E)-(33) seria obtido através do alcool (32), que por sua vez poderia ser obtido
através de uma reacdo de olefinacdo de Wittig entre o sal de fosfonio (28) e o aldeido (30).
Enquanto o aldeido ¢ sintetizado a partir do (E)-hex-2-en-1-ol (29), o sal de fosfonio (28) foi
obtido a partir do brometo (27), oriundo do diol (25) disponivel comercialmente, por meio da

monobromacao seguida da protecao das hidroxilas presentes na molécula.

ESQUEMA 3 - Analise retrossintética visando a obten¢ao do composto (33)

0
)I\o A + (10E,12E)-33
33) ﬂ
HO — X +  (10E,12E)-32
32) ﬂ
+ -
HO PPh;Br + OM\/\
(28) / \7(30)
HO Br HO" NN
(26) ﬂ 29)
OH
HO

(25)

A partir da analise retrossintética foi elaborada uma rota sintética do acetato de
(10Z,12E)-hexadecadienila (33) a fim de comprovar a estrutura do componente (2). A rota

sintética composta dos dois blocos (A ¢ B) esta apresentada no Esquema 4.
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ESQUEMA 4- Proposta de rota sintética para obtengdo do acetato de (10Z,12F)-hexadecadienila (33)
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A sintese do bloco A foi iniciada a partir da reacdo de monobromagdo do 1,10-
decanodiol (25) utilizando-se solucdo aquosa de HBr (48%) em tolueno sob refluxo. A
formacdo indesejada do produto di-bromado foi controlada pela estequiometria da reagao
(CHONG et al., 2000). Essa reacdo ¢ bastante utilizada em sinteses organicas, principalmente
em sintese de feromdnios, pois fornece os (W-bromo alcoois funcionalizados, intermediarios
sintéticos muito uteis e versateis para posterior acoplamento visando a formagao de ligagdes
carbono-carbono.

A confirmacdo da obtencdo do produto (26) se deu por meio das andlises de RMN de
"Hede 1*C, IV e CG-EM. No espectro de RMN de 'H (Apéndice I, p. 152) destaca-se a presenca
de dois tripletos em 3,41 ppm e 3,64 ppm, cada um deles integrado a dois hidrogénios dos
carbonos nas posi¢des o nos grupos brometo e hidroxila, respectivamente. No espectro de RMN
de 13C (Apéndice I, p. 152) destaca-se a presenca do sinal de carbono carbinélico em 63,0 ppm.

A partir do espectro de massas de (26) (Figura 13) foi possivel observar a presenca de dois

fragmentos com m/z 220 e 218 [M-18]" referentes a perda de agua. Também foram

identificados fragmentos com m/z 137 e 135, m/z 150 ¢ 148, m/z 162 ¢ 164, m/z 164 ¢ 162, m/z
178 e 176, m/z 190 e 192, com intensidades relativas semelhantes devido a presenga dos dois

isotopos do bromo, ”Br e 8!Br (PAVIA et al., 2010).
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FIGURA 13 — Espectro de massas referente ao composto (26)
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Grupos protetores tém papel importante na sintese de moléculas (KUMAR et al., 2014).
O grupo hidroxila presente em (26) ¢ muito reativo e na presenga de bases fortes como o BuLi,
que seria utilizada na reacdo subsequente, ¢ facilmente desprotonado. Diante disso, o grupo
hidroxila do 10-bromodecan-1-ol foi protegido com o uso do 2,3-diidro-2H-pirano (DHP),
levando a formacao de um acetal derivado do tetraidropirano, o 2-(10-bromodeciloxi)-tetraidro-
2H-pirano (27), obtido com 90% de rendimento.

O mecanismo dessa reagao esta apresentado no Esquema 5. A ligagao C=C presente no
dihidropirano (a) sofre uma reagcdo de adicdo nucleofilica, catalisada pelo acido p-
toluenossulfonico (p-TSA), adicionado em quantidades cataliticas no meio reacional, formando
o ion dialquilox6nio (b). Essa espécie sofre um ataque nucleofilico por parte dos pares de
elétrons livres do oxigénio da hidroxila do alcool, o que gera o acido conjugado do acetal
dialquilico (etapa rapida). Finalmente, o ion oxdnio ¢ desprotonado, regenerando o catalisador

e obtendo o produto desejado (27) (SHARMA et al., 2017).

ESQUEMA 5- Mecanismo para reagdo de protegdo de grupos hidroxila com DHP

(26)
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Pela analise do espectro de RMN de '*C (Figura 14) do composto (27) foi possivel
observar 15 sinais correspondentes ao niumero de carbonos presentes na cadeia carbdnica de
(27). O sinal referente ao carbono cetélico estd localizado em 98,8 ppm (Figura 14); o sinal
correspondente ao carbono 5°, em 67,7 ppm; o sinal correspondente ao carbono 1, em 62,4 ppm;
e o correspondente ao carbono 10 ligado ao atomo de bromo (-CH»-Br), em 34,1 ppm. O
espectro de massas (Apéndice I, p. 155) apresentou pico base com m/z 85, referente ao grupo
DHP e ion molecular com m/z 319/321, devido a contribuicdo isotopica do 4&tomo de bromo
presente na estrutura. No espectro de infravermelho (Apéndice I, p. 155) nao foi observada a
banda de deformacio axial relativa ao grupo hidroxila na regido de 3281 cm™, o que confirma

sua protecao.
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Para concluir a sintese do bloco de constru¢do A o composto (27) foi transformado no
sal de fosfonio correspondente (28) com utilizacdo da trifenilfosfina e mantendo-se sob
aquecimento. O sal de fosfonio (28) seria empregado posteriormente na rea¢do de olefinagao
de Wittig com o aldeido (30) (bloco B). Sais de fosfonio sdo obtidos pela reagao de substituicao
nucleofilica bimolecular entre fosfinas e haletos primarios ou secundarios e comumente

utilizados em sintese orgénica, especialmente na forma de ilideos (MARYANOFF; REITZ,
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1989).

A sintese do bloco B foi realizada em uma unica etapa através da oxidacao do alcool
comercial (E)-hex-2-en-1-ol (29) em seu aldeido correspondente (30), utilizando PCC. Em
1975 Elias James Corey e William Suggs descobriram que a adi¢do de piridina na solugdo de
oxido de cromo em HCI permite a cristalizacao de um reagente solido (PCC), reagente esse que
¢ um oxidante ativo em DCM e permite alta eficiéncia de oxidacdo em uma grande variedade
de alcoois primarios e secundarios (TOJO; FERNANDES, 2006). O mecanismo proposto para

essa reacgdo ¢ apresentado no Esquema 6.

ESQUEMA 6- Mecanismo de oxidagao de alcoois a aldeido utilizando PCC

® B ®
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P SN v H - \ OH H :
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2 +0-CrtCl !
728 2P
H =
0
C + 1]
——> RH no""on

Em fung¢ao de sua volatilidade o aldeido (30) (bloco B) foi filtrado ¢ utilizado na reacao
de olefinagdo logo apds sua sintese, observado que o solvente foi removido por destilagao. A
sintese do aldeido (30) foi confirmada pela andlise de espectroscopia na regido do
infravermelho (Figura 15), observadas bandas de absor¢io em 3020 cm™ de deformagio axial
para C-H sp?, banda de absor¢io em 1720 cm™ referente ao estiramento C=0 de aldeido, banda
em 2872-2800 cm™! referente ao estiramento de hidrogénio aldeidico (-CHO) de frequéncia
mais alta, que muitas vezes fica mascarado pelas bandas intensas de C-H de alifaticos. E
também uma banda em 984 cm™ referente a deformagio angular fora do plano de C=C para
configuracdo £ (PAVIA, et. al. 2010). A partir do espectro de massas observa-se um pico do
ion molecular com m/z 98, além do pico base com m/z 41, referente ao carbocation alilico

(CsHs") (NICOLESCU, 2017) (Apéndice I, p. 156).
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FIGURA 15 — Espectro de infravermelho referente ao aldeido (30)
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A partir do sal de fosfonio (28) (Bloco A) e do aldeido (30) (bloco B) foi realizada a
reacdo de olefinagdo de Wittig, etapa-chave na sintese do estereoisomero de interesse
(10Z,12E)-(33). Essa reacdo ¢ uma das mais uteis em sinteses organicas para formacao de
ligagdes carbono-carbono (C-C) e foi descrita pela primeira vez por Wittig e Geissler, em 1953
(WITTIG; GEISSLER, 1953). A reagdo consiste na olefinagdo de compostos carbonilicos
(aldeido ou cetona) com ilideos a partir de um sal de fosfonio, obtendo-se 6xido de fosfina
como subproduto. A estereoquimica resultante depende da reatividade do ilideo. Reacgoes de
olefinacdo de Wittig convencionais utilizam ilideos nao estabilizados, que em geral dao origem
a alquenos com geometria (Z) (BYRNE; GILHEANY, 2013; BYRNE et al. 2014). O
mecanismo da reagcdo de Wittig foi demonstrado por muitos anos como no Esquema 7,
considerado o envolvimento de duas espécies intermediarias, betaina (A) e oxafosfetana (B), as
quais interferem diretamente na estereoquimica do produto, conforme as condigdes empregadas

na reagao.
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ESQUEMA 7 - Mecanismo de reagdo de Wittig
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Em estudos mais modernos ha um debate sobre qual bloco ¢ mais importante, (A) ou

(B). H4 quem defenda que o ilideo de fosforo reage com o composto carbonilico via reacao de

cicloadicao do tipo [2+2], conduzindo diretamente no intermediario oxafosfetana (OPA) cis ou

trans. Dependendo das condi¢des reacionais empregadas e fatores estruturais dos substituintes

no ilideo ha uma predominancia de um dos estereoisomeros. Uma vez formada a OPA de

interesse a decomposi¢ao do produto ocorre via ciclorreversao também do tipo [2+2], levando

a eliminagdo de 6xido de fosfina e a formacao do alceno E ou Z, como mostrado no Esquema

8 (BYRNE; GILHEANY, 2013; BYRNE; GILHEANY, 2014).

ESQUEMA 8 - Mecanismo de reacdo de Wittig aceito atualmente (adaptado de Byrne; Gilheany, 2014)
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O composto (31) foi obtido em uma mistura dos isdmeros (10Z,12E)-(31) e (10E,12E)-
(31) na proporcao 8:2. O espectro de massas apresentou ion molecular com m/z 322, fragmento
com m/z 304 [M-18]" em decorréncia da perda de agua, e pico base com m/z 85, referente ao
grupo tetraidropiranila (DHP) na estrutura (Figura 16). O espectro na regido do infravermelho
(Apéndice I, p. 157) apresentou bandas em 3019 e 3006 cm™! relativas as bandas de deformagio
axial para dienos conjugados. Associado a isso, o par de bandas de deformagao angular fora do
plano de =C-H em 984 ¢ 951 cm™! é considerado caracteristico de sistemas conjugados de duas

ligagdes duplas carbono-carbono (ATTYGALLE et al., 1995).

FIGURA 16 — Espectro de massas referente a mistura do composto (31)
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A sintese seguiu com a etapa de desprotecdo do grupo tetraidropiranila presente nos
componentes da mistura (31) utilizando p-TSA para a catalise 4cida e o metanol como solvente,
levando a formagao do composto (10Z,12E)-(Bombicol) e (10E,12E)-(Bombicol) (32) com
97% de rendimento. O espectro de RMN '*C (Figura 17) evidencia a presenga dos quatro
carbonos metinicos em oc 125,6, 128,7, 130,0 e 134,6 ppm, confirmando os quatro carbonos

sp?, sendo possivel observar também um sinal do carbono carbinélico (-CHOH) em 63,0 ppm.
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FIGURA 17 — Espectro de RMN de '3C referente a mistura do composto (10Z,12E) e (10E,12E)-(32)
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O espectro de massas (Figura 18) apresenta um ion molecular com m/z 238, condizente
com a férmula molecular Ci6H300, um fragmento com m/z 220 [M-18]" referente a perda de
agua (ANDO et al., 1988), e também um pico base com m/z 67. Esse fragmento ¢ caracteristico
em estruturas de feromonio em Lepiddpteras, especialmente em 1,3-dienos, sendo que a
depender do tamanho da cadeia, do isdmero e da posi¢cdo das insaturagdes as intensidades dos
fragmentos sofrem variagdes, sendo possivel verificar sua localizagdo por meio da
espectrometria de massas, principalmente quando as insaturacdes estdo proximas ao grupo
funcional (ANDO et al., 2011). No caso da fragmentagdo para obter o pico base com m/z 67,
primeiramente ocorre a ionizacao da ligacdo dupla entre os carbonos 12 e 13, em seguida uma
a-clivagem (clivagem alilica) formando o cétion radical (C7Hi2™"; m/z 96) e, por fim, a
isomerizagdo da ligagdo dupla (CsH7"; m/z 67) (Esquema 9) (ANDO et al., 1985; ANDO et al.,
1988).
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FIGURA 18 — Espectro de massas referente a mistura do composto (32)
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O final da sintese se deu através da reacdo de acetilacdo da mistura dos alcoois
(10Z,12E)-(32) e (10E,10E)-(32) gerando os ésteres de cadeia longa (10Z,12E)-(33) e
(10E,12E)-(33) com 92% de rendimento. A reacdo foi conduzida utilizando piridina como
catalisador bésico e o anidrido acético, um reagente acetilante comumente utilizado em reagdes
de acetilagdo, por reagir rapidamente com grupos hidroxilas livres.

No espectro de RMN de 'H da mistura dos isdmeros (10Z,12E)-(33) e (10E,12E)-(33)
(Figura 19 e 20) destaca-se a presenga de quatro sinais, cada um deles integrado a um hidrogénio
relacionado aos carbonos das insaturagdoes em: 6,30 ppm (ddq, J; = 14,9, /> =10,5¢ J5=1,3
Hz, 1H); 5,97 ppm (tt, J; = 10,8 e J> = 1,5 Hz, 1H); 5,66 ppm (dt, J;= 14,9 e J> = 7,2 Hz, 1H);
e 5,31 ppm (m, 1H). O tripleto em 4,0 ppm ¢ referente aos hidrogénios metilénicos ligados
diretamente ao carbono carbinolico (t, /= 6,7 Hz, 2H), e o tripleto em 0,91 ppm (t, J= 7,1 Hz,
3H) ¢ referente aos hidrogénios metilicos ligados ao carbono terminal (C-16). O espectro de
massa (Apéndice I, p. 161) apresentou ion molecular com m/z 280. A sequéncia de fragmentos
com aumento de 14 unidades (CH»), acompanhada da diminui¢do da intensidade dos
fragmentos, indica a linearidade da cadeia carbonica. A presencga do fragmento com m/z 220

[M-60]" é referente a perda de acido acético (ANDO et al., 1985; Ando ef al. 1988).
50



FIGURA 19 — Espectro de RMN de 'H referente a mistura do composto (33)

FRER HEZ ZBLISRESRT
& i = < < vl v e el el © DS
RN S Ve

—6.30
—5.97

T T T T T [ I I 1

6.34 632 630 628 ppm 6.00 595 ppm
=
3 ¥
|
570 565 ppm 535 5.3

i ¥

T T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Jih

FIGURA 20 — Estrutura ¢ deslocamentos quimicos de RMN de 'H caracteristico da mistura do dieno conjugado

(10Z,12E)-33 e (10E,12E)-33
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Os espectros de infravermelho e de massas do composto sintético para 10Z,12E:16Ac
(33) sdo idénticos ao composto natural (2) produzido por machos de Montella sp. A comparagao

entre os respectivos espectros de massas encontra-se na Figura 21.
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FIGURA 21- Espectro de massas referente ao acetato natural (2) de Montella sp. (A) e do composto sintético
(10Z,12E)-33 (B)
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A 1dentidade do isomero (10E,12E)-(33) foi comprovada pelo seu espectro na regiao do
infravermelho (Figura 22), apresentando uma banda de deformagao axial de C=0 em 1742 cm”
! de grupo carboxila de éster. Em 3016 cm™ aparece uma banda relativa a deformagdo axial de
C-H em =C-H e uma banda de deformagdo angular fora do plano de =C-H em 980cm!,
evidenciando a presenga de duas ligacdes duplas conjugadas com configuracio FE

(ATTYGALLE et al.,1995).

FIGURA 22 — Espectro de infravermelho referente ao composto (10£,12E)-(33)
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A Figura 23 apresenta uma comparacdo entre a mistura do composto sintético
(10Z,12E)-(33) e (10E,12E)-(33) e o composto macho especifico natural, bem como a coinje¢ao
entre ambos (Figura 23). O composto sintético apresentou tempo de reten¢do anterior ao
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natural, ndo havendo coelui¢do do composto sintético (10Z,12E)-(33)) com o natural (2),
embora os espectros de massas fossem semelhantes. Contudo foi possivel confirmar que o
composto minoritario obtido da mistura sintética € o estereoisomero 10E,12E:16Ac, como pode

ser observado na Figura 23.

FIGURA 23 - Cromatograma resultante da coinjeg¢do do composto produzido pelos machos Montella sp. e do
10Z,12E:16Ac (33) e 10E,12E:16Ac (33)
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Apesar de o composto sintético (10Z,12E:16Ac) nao corresponder ao composto natural,
através da sua sintese foi possivel concluir que o componente majoritario (2) produzido por
Montella sp. € o isdbmero 10E,12Z:16Ac, considerando que ndo houve coeluicdo. Entretanto ¢
possivel atestar que o composto (3) ¢, de fato, o estereoisomero 10E,12E:16Ac. Com o objetivo
de confirmar a estrutura do composto natural (2) foi realizada a microderivatizacdo com o
padrao sintético do 10£,12Z:160H (Bombicol (1)) cedido pelo prof. Jocelyn Millar (University
of California-EUA), sendo o alcool submetido a reagdo de acetilagdo como descrito no
procedimento apresentado na secao 4.10.9. Através da coeluicdo do natural com o padrao
sintético (Figura 24), comprovou-se que o componente majoritario do feromdnio ¢, de fato, o

acetato de (10E,127)-hexadecadienila, também conhecido como acetato de bombiquila.
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FIGURA 24 — Cromatograma da coelui¢do do composto natural (2) e com sintético (10£,/2Z:16Ac)
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3.3 ESTUDOS VISANDO A SINTESE DO ACETATO DE (10E,122)-
HEXADECADIENILA (2)

Visando a realizagdo de bioensaios e testes de campo, foi empregada uma rota sintética
para obtencdo de maiores quantidades de feromonio. A literatura traz relatos de dienos 1,3-
conjugados e de estereoquimica E,Z ou Z,E que podem ser sintetizados a partir de reagdes de
alquilagdo empregando alquinos, redugdes estercosseletivas (£ ou Z) e reagdes de Wittig, entre
outras.

A partir da andlise da estrutura do acetato de (10F,12Z)-hexadecadienila (2) foi
elaborada uma analise retrossintética, apresentada no Esquema 10, que mostra que esse
composto foi obtido a partir da hidrogenacao do alcool insaturado (45), que por sua vez o foi
pelo acoplamento de olefinagdo de Wittig entre dois blocos A e B, empregando um sal de
fosfonio (43) e o aldeido alilico (41). Ja o aldeido foi obtido pela alquilagdo via anion de litio
entre um alcino terminal obtido a partir de reagente comercial (37) e o brometo (35), que foi

obtido a partir do diol (34), empregando reagdo de bromagao e protecao.
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ESQUEMA 10 — Analise retrossintética visando a obtengdo do estereoisémero acetato de (10F,122)-
hexadecadienila (2)
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A partir da andlise retrossintética foi elaborada uma rota para a possivel obtencao do
acetato de (10E,127)-hexadecadienila (2), consistindo em dez etapas e tendo as reagdes de
alquilagdo, hidrogenac¢ao catalitica e olefinagdo Wittig como etapas-chave (Esquema 11), uma
vez que essas reagoes adicionariam as insaturagdes nos carbonos 10 e 12, respectivamente, além

de serem estereosseletivas.

55



ESQUEMA 11 — Proposta de rota sintética para obtengdo do acetato de (10E,127)-hexadecadienila (2)
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3.4 ROTA SINTETICA 2 - SINTESE DO ACETATO DE (10E,12Z)-HEXADECADIENILA
)

O bloco de construgdo A teve como etapa inicial a reagdo de monobromacao do 1,9-
decanodiol (34) com HBr, seguiu a metodologia descrita por Chong et al. (2000), levando a
formagao de (35) com 84% de rendimento e caracterizado pelas analises dos espectros de RMN
de 'H e 13C, de massas e de infravermelho.

A sintese do bloco A foi concluida com a protecao da hidroxila de (35) com grupo terc-

butildimetilsilila (TBDMS) levando a formagao de (36). Esse grupo protetor ¢ bastante estavel
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em meio acido e sua utilizacdo foi compativel quando submetido a condigdes reacionais
posteriores, uma vez que nao ocorreu desprotecdo indesejada (COREY; VENKATESWARLU,
1972).

O espectro de RMN de *C de (36) (Figura 25) apresentou os sinais do grupo protetor
com as metilas ligadas diretamente ao atomo de silicio com deslocamento em -5,2 ppm
(CH3)3CSi(CH3)2). Uma vez que o atomo de carbono ¢ mais eletronegativo do que o silicio, o
nucleo fica mais blindado e passa a ter uma menor influéncia do campo do equipamento,
resultando em deslocamentos em campos mais baixos. O carbono quaterndrio do grupo
TBDMS possui deslocamento de 18,3 ppm (CH3)3;CSi(CH3).), e as trés metilas do grupo terc-
butila, (CH3)3CSi(CH3)2), em aproximadamente 26 ppm, o que explica terem uma intensidade
maior. Destaca-se ainda o carbono carbinoélico com deslocamento de 63,2 ppm e o carbono

ligado ao atomo de bromo em aproximadamente 34 ppm.

FIGURA 25 - Espectro de RMN de'3C referente ao composto (36)
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O bloco de construgao B consistiu na protecdo do alcool propargilico (37) com DHP,
como descrito no procedimento 4.10.4, sendo o composto (38) caracterizado pelas analises dos
espectros de RMN de 'H e 1°C e de massas (Apéndice I, p. 167-168). A jun¢io dos blocos A e
B se deu empregando o intermediario (38), bloco B, que foi utilizado para formar um anion de
litio em uma reagdo de alquilagdo com o composto (36), bloco A, conduzindo ao composto

(39), que foi caracterizado por espectrometria de massas (Figura 26).
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Reagdes de alquilagcdo envolvendo alquinos sdo muito empregadas em sinteses de
feromonios, principalmente na sintese de estruturas de cadeia longa e insaturadas. O hidrogénio
acetilénico do alquino (38) ¢ bastante acido e na presenca de base forte (BuLi) ¢ facilmente
desprotonado, formando-se como resultado um anion acetilénico de litio (BUCK; SHONG,
2001). Esse anion (acetileto) ¢ um nucleofilo capaz de reagir com o haleto de alquila (36) na
presenca de HMPA como cossolvente, o que permite a alquilagdo e a formacao do derivado
(39).

Confirmando a sua sintese o espectro de massas de (39) apresentou ion molecular com
m/z 339 referente a perda do radical terc-butila [M-57]" do grupo TBDMS, além do pico base
com m/z 75, também caracteristico desse grupo, observado que sua formagdo ocorre pela
subtracdo de 57 unidades correspondentes ao radical terc-butil, resultando no ion (RO-
SiC2Hs"), que é muito estavel. E possivel que haja também a presenca de fragmento com m/z

85, referente ao grupo THP, oriundo da segunda por¢ao da alquilacao.

FIGURA 26 — Espectro de massas referente ao composto (39)
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Posteriormente, o composto foi submetido a reacdo de remocdo seletiva do grupo
tetraidropiranila com MgBr» anidro dando origem ao alcool (40) (O’NEILL et al., 1996). O
espectro de RMN de '*C (Figura 27) apresentou os sinais do grupo TBDMS, observando-se o
sinal referente as trés metilas do grupo terc-butil em aproximadamente 26 ppm, o carbono
quaternario desse mesmo grupamento em 18,7 ppm, e, ainda, os sinais das duas metilas ligadas

ao silicio em -5,2 ppm. Os sinais em 86,5 ¢ 78,2 ppm sdo referentes aos carbonos acetilénicos,
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e os sinais em 63,3 ¢ 51,3 ppm sdo relativos aos carbonos carbinolicos proximos ao grupo
protetor e ao grupo alcool, respectivamente. O espectro de massas apresentou fragmento com

m/z 294 [M-18]" referente a perda de 4gua.

FIGURA 27 - Espectro de RMN de °C referente ao composto (40)
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A continuidade da sintese se deu pela oxidacao do alcool (40) utilizando PCC (COREY,
1975), conforme descrito no procedimento 4.10.15, resultando no aldeido (41). Comparando o
espectro de infravermelho obtido para (41) com o do alcool (40) (Figura 28) € possivel observar
a auséncia da banda de absor¢io O-H em 3304 cm™! e o aparecimento da banda de absorcio de
carbonila de aldeido (C=0) em 1720 cm™' e também do estiramento da ligagdo -COH em 2726

e 2852 cm’!, respectivamente.
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FIGURA 28 - Comparagdo dos espectros de infravermelho referente a A) (40) e B) (41), respectivamente
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Na sequéncia o aldeido alilico (41) foi empregado na reagdo de olefinacao de Wittig
(WITTIG; GEISSLER, 1953; BYRNE; GILHENY, 2013) com o sal de fosfonio (43), ao qual
foi adicionada a insaturagao com configuracao Z no C12 da estrutura, gerando o composto (44).
Apbs o término da reacdo o produto foi analisado por CG-DIC e filtrado em silica, para ser
utilizado na etapa seguinte sem purificagdo adicional. No espectro de massas de (44) (Apéndice
L, p. 175) é possivel observar o ion molecular com m/z 335 [M-15]" e fragmentos caracteristicos
do grupo protetor TBS, como o m/z 293 [M - 57]" e o m/z 75, ja discutidos para o composto
(40).

A etapa seguinte consistiu na reacao de desprote¢dao do grupo TBDMS com fluoreto de
tetrabutilamonio (TBAF) em THF, sob temperatura ambiente por quatro horas, resultando no
alcool (45) (PILLI; RIATTO, 1999; SZCZERBOWSKI ef al., 2020). O espectro de RMN de
'H do 4lcool (45) (Figura 29) apresentou dois sinais, cada um deles integrado a um hidrogénio,
referentes aos hidrogénios metinicos ligados ao carbono da insaturagao (Csp2): em 5,82 ppm (dt,
Ji1=10,6 e J>="7,3 Hz, 1H) e em 5,30 ppm (dt, J; = 10,6 ¢ J> = 1,3 Hz, 1H). O tripleto em
deslocamento de 3,64 ppm ¢ referente ao hidrogénio metilénico ligado ao carbono carbinodlico,
e o tripleto com deslocamento de 0,93 ppm ¢ referente aos hidrogénios metilénicos da por¢ao
final da estrutura. O espectro de massas (Apéndice I, p. 177) referente ao composto apresentou
um ion molecular com m/z 236, € um pico base com m/z 79 (C6H7") originado a partir da quebra

entre a ligagdo tripla e o carbono alfa, levando ao fragmento com m/z 93 (C7Ho") seguido da
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abstracao de 15 unidades.

FIGURA 29 - Espectro de RMN de 'H referente ao composto (45)
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A etapa subsequente da sintese consistiu na tentativa de redugdo estereosseletiva da
ligacdo tripla de (45) com LiAlH4 como descrito no procedimento apresentado no Esquema 12.
A literatura relata que em sistemas do tipo (£,Z) em dienos, que envolvem a reducdo de ligacao
tripla para estereoquimica £, podem ser utilizados hidreto de aluminio e litio e solvente de ponto
de ebulicdo elevado. Em geral utiliza-se diglima, uma vez que a temperatura ¢ um fator
determinante para redu¢do da ligacao tripla, principalmente quando a ligagao tripla do alquino
encontra-se afastada do grupo funcional hidroxila.

Nas inumeras tentativas realizadas, com diversas alteragdes na metodologia
contemplando o solvente utilizado, o tempo e a temperatura de reagdo e a quantidade do redutor,
observamos que o composto desejado ndo era formado. Contudo, ao ser utilizado a diglima
como solvente os subprodutos que se formavam apresentavam o mesmo ion molecular (m/z
238) do composto de interesse.

Dessa forma, concluimos que além da formacgdo do produto (1) em menor quantidade
(Figura 30), ao ser reduzido o alquino também estava ocorrendo isomeriza¢do. Apesar de

mudangas na metodologia aplicada, nao foi possivel a reducao seletiva da ligagao tripla do
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composto (45) para ligagao dupla com estereoquimica E. Assim, foram iniciados estudos para

obtencdo de (2) a partir de uma nova rota de sintese, objeto da sessao 3.5.

ESQUEMA 12 — Metodologia de sintese para redugao estereosseletiva do composto (45) com LiAlHy

»
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FIGURA 30 — Cromatograma do produto reacional da reducdo estereosseletiva de (45) com LiAIH4
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3.5 ROTA SINTETICA 3 - SINTESE DO ACETATO DE (10E,12Z)-HEXADECADIENILA
2)

A nova rota sintética planejada para o composto (2) empregou reagdes de acoplamento
por olefina¢ao de Wittig convencional e Horner-Wadsworth-Emmons (HWE). A rota consistiu
de oito etapas com a finalidade de se obter o (E£,Z)-bombicol (1) e seus acetatos derivados (2) e

(3) (Esquema 13).

62



ESQUEMA 13 — Proposta de rota sintética para os compostos (1, 2 e 3) de Montella sp.
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A sintese foi iniciada com a monoprote¢ao do 1-10-decanodiol (25) como descrito na
sessdao 4.10.4 (HERRERA et al., 2016). O composto (46) foi obtido com rendimento de 69%
(Esquema 13), e caracterizado por RMN, por massas ¢ por infravermelho (Apéndice I, p. 178-
179).

O composto (46) foi entdo submetido a uma reagdo de oxida¢ao utilizando PCC, como
descrito na sessao 4.10.1, fornecendo assim o aldeido (47) (Apéndice I, p. 180-181). Com o
objetivo de formar a insaturagao com configuracao £ no C10, para a sintese de (2) (Esquema
13) foi utilizada a reacdo de olefinacdo de Horner-Wadsworth-Emmons (HWE).

As reacdes de HWE sdo mais reativas quando comparados as de Wittig convencionais,
uma vez que carbanios de fosfonatos (a) sao mais nucleofilicos que ilideos de fésforo, de forma
que reagem com uma grande variedade de aldeidos e cetonas em condi¢des mais brandas. Além
disso os subprodutos do fosforo sdo soliveis em agua e facilmente separados do produto
desejado, enquanto o excesso de 6xidos de trialquil(aril)fosfina restantes nas reagdes de Wittig
classicas muitas vezes sao removidos apenas por destilacio (MARY ANOFF; REITZ, 1989).

O mecanismo comumente aceito para a reacdo de HWE, que ¢ semelhante ao de Wittig
convencional (Esquema 8), esta apresentado no Esquema 14. A estereoquimica ¢ definida pelo
controle estérico, no qual o carbanion antiperiplanar ao carbono do grupo carbonila ¢ favorecido
quando o hidrogénio aldeidico se liga a fracdo volumosa de fosforanila. Isso coloca o grupo

¢éster na posicao syn ao grupo R do aldeido, porém o alqueno formado assume uma orientagdo
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E apo6s a rotagdo para formar o oxafosfetano (BEEMELMANNS ez al., 2021).

ESQUEMA 14 - Mecanismo de olefinacdo de HWE

M@ M@ M@
o) o) o
Eto‘g/o 0 O 1@ EtO.%g)J\ EtO, Eto,};%/k
ase N
_— ¢
EtO OR Et0 OR o 2 OR ~  E©O OR
H H -H-Base H H H
\/ (@)

m® m® @

£t0, "0 g0, 2 ¢ 2
t / -

.' 4 ~' OR EtO, /O \X\OR - 5
EtO OR > EtO —>= P
(JOL Tk EtO)
R H rac R rac
M@O
®
- oM COOR
EtO, /0 s‘\\\OR EtO.P/ +
'l|)3 + 0 |
EtOQ EtO R

Para a preparacdo de (48) foi utilizada a metodologia de Blanchette et al. (1984). A
sintese do éster a,f insaturado (48) foi comprovada pelo espectro na regiao do infravermelho
(Apéndice I, p. 183), o qual apresentou banda em 1718 cm’!, caracteristica para o grupo
funcional O-C=0. A frequéncia mais baixa ¢ decorrente do sistema o,B-insaturado. O
estiramento da insaturacdo apresenta banda em 1653 cm™. A conjuga¢do aumenta o caréter de
ligacdo simples das ligacoes C=0 e C=C no hibrido de ressonancia, o que diminui suas
constantes de forcas e, assim, ha a diminui¢do das frequéncias de absor¢do da carbonila e da
ligagdo dupla (PAVIA, 2010). A configuracdo da insaturagdo foi confirmada pela banda em
984 cm’!, referente a deformagio angular fora do plano C=C para insaturagdes com
configuragdo E.

O espectro de RMN de 'H (Figura 31) evidenciou dois sinais com deslocamento de 5,81
ppm (dt,J;=15,6 e J>=1,6 Hz, IH) e de 6,97 ppm (dt, J;= 15,6 e J>= 6,8 Hz, 1H) caracterizados
para os hidrogénios metinicos ligados aos carbonos sp> 10 e 11. Esses dados corroboram os
encontrados por Uenishi et al. (2002). Pelo espectro de RMN de '°C de (48) (Figura 32) foi
verificada a presenca de um sinal em 166,7 ppm, referente ao grupo carboxila de éster, e

também dos sinais em 149,0 ppm e 121,2 ppm, atribuidos aos carbonos metinicos sp2,
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indicando a presenca de uma ligacao dupla carbono-carbono. O sinal em 60,1 ppm indica o

carbono carbindlico, presente no grupo alcoxi do éster.

FIGURA 31 — Espectro de RMN de 'H referente ao composto (48)
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A etapa seguinte de sintese envolveu a preparagdo do alcool alilico (49) a partir de (48),
empregando-se DIBAL-H como agente redutor. O DIBAL-H ¢ um dos agentes redutores mais
versateis e eficientemente empregados na preparacdo de alcoois e aldeidos a partir de ésteres
(WINTERFELDT, 1975; YOON; GYOUNG, 1985). O composto (48) possui dois sitios
eletrofilicos reativos, a carboxila do éster e a ligacdo dupla a,B-insaturada (adicao 1,4 do
hidreto), sendo necessario usar um agente redutor seletivo para carboxila da fungao éster.

O composto (49) foi caracterizado pelo espectro de massas (Apéndice I, p. 185), o qual
apresenta um ion com m/z 266 [M-18]", resultante da perda de 4gua, caracteristico para alcoois,
além do pico base com m/z 85 do grupo protetor. O seu espectro de infravermelho (Apéndice I,
p. 185) apresentou uma banda larga na regido de 3295 cm™ referente ao estiramento O-H.
Destaca-se ainda uma banda em 974 cm™ referente a ligagdo C-H vinilica de alquenos com
geometria E.

De posse do alcool (49) foi possivel realizar a reacdo de oxidacdo com reagente de
TEMPO (N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina) (ANELLI et al., 1986) para obtencao do aldeido
a,p insaturado (50). O reagente TEMPO ¢ um radical que atua na oxidagdo de alcoois para
aldeidos e cetonas utilizando condi¢des brandas, seletivas, com tempo reacional reduzido,
sendo empregado em quantidades cataliticas. A vantagem dessa reacdo ¢ a utilizagdo do produto
final sem a necessidade de purificagdo adicional, uma vez que ndo produz residuos (SOUZA,
2004).

O composto (50) foi caracterizado pelo seu espectro na regido do infravermelho
(Apéndice 1, p. 187), com banda de absor¢io em 1690 cm™ referente ao estiramento C=0 do
grupo funcional, na qual ¢ mais deslocada em relacdo a um aldeido normal por ser um sistema
conjugado; uma banda de absor¢io em 1637 cm™! para o C=C do sistema a,p-insaturado; e
também uma banda em 978 cm’! referente a insaturagio com configuracio E. A sintese de (50)
também foi confirmada pelo espectro de RMN de 'H (Figura 33), apresentando um dupleto em
9,50 ppm (J = 8 Hz) referente a funcao aldeido, além dos sinais em 6,12 ppm (dt, J;= 15,6 € J>
= 17,9 Hz, 1H) e em 6,86 ppm (dt, J; = 15,6 e J>= 6,8 Hz, 1H) referentes a insaturacdo com

constante 15,6 Hz caracteristica para ligacdo dupla com configuragdo E.
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FIGURA 33 — Espectro de RMN de 'H referente ao composto (50)
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Com a finalidade de introduzir a insaturagao Z no C12, o aldeido (50) foi submetido a
uma rea¢ao de Wittig convencional na presenca do sal de fosfonio (43) preparado a partir do 1-
bromobutano comercial e nas mesmas condi¢des empregadas para os compostos (2) e (33)
(FAVARO et al., 2013). O composto (51) foi sintetizado em uma mistura dos isémeros
(10E,1272)-(51) e (10E,12E)-(51), apresentando uma relacao 8:2 (EZ/EE) observado por CG-
DIC (Figura 34), e caracterizado pelas andlises de infravermelho e de massas, com as mesmas

impressoes de sinais discutidas para (33).

FIGURA 34 — Cromatograma referente a mistura de (10£,122)-(51) e (10E,12E)-(51)

(10E,122)-51 (10E,12E)-51

N/

18.5 19.0 195 20.0 25.5 30.0 30.5 40.0 40.5 min

67



De posse do produto do acoplamento, a sintese prosseguiu com a etapa de desprotecao
do grupo DHP da mistura (51) (ZARBIN et al., 2007) obtendo-se uma mistura estereoisomeérica
do alcool (1), (E,Z e E,E)-bombicol. Com o alcool obtido foi realizada a coelui¢do da mistura
sintética e do extrato natural (Figura 33). O (E,Z)-bombicol sintético apresentou 0 mesmo
tempo de retengdao que o componente natural (1) produzido pelos machos de Montella sp.

Para finalizar a sintese foi empregada a reacao de acetilagdo (Vidal, 2019), na qual a
mistura do alcool (1) com anidridro acético e piridina levou a formacao dos ésteres de cadeia
longa, o acetato de (10E,12Z)-bombiquila (2) e o acetato de (10£,12E)-bombiquila (3), com
94% de rendimento. No espectro de RMN de 'H (Figuras 35 e 36) destaca-se a presenca de
quatro sinais, cada um deles integrados a um hidrogénio, em 6,30 ppm (ddq, J;= 15,0, J>=11,0
eJs;=1,2Hz, 1H) e em 5,66 ppm (dt, J;= 15 e J>= 7,2 Hz, 1H) relativos ao C-sp*> com geometria
E, eem 5,98 ppm (tt, J;=10,8 e J>=1,5 Hz, 1H) e em 5,31 ppm (dt, J; =10,7, J> = 7,5 Hz, 1H)
referentes ao C-sp? com geometria Z. Conforme mostrado na Figura 35 e 36, o tripleto na regidio
de 4,0 ppm ¢ referente aos hidrogénios metilénicos ligados diretamente ao carbono carbindlico
(t, 6,7 Hz, 2H), e o tripleto em 0,91 ppm (t, /= 7,1 Hz, 3H) é referente aos hidrogénios metilicos

ligados ao carbono terminal.

FIGURA 35 — Espectro de espectro de RMN de 'H referente a mistura do composto (2)
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FIGURA 36 — Expansdo dos sinais dos hidrogénios metinicos sp2 (=CH-) da mistura do composto (2)
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Assim foi realizada a etapa de separacao da mistura de estereoisomeros dos acetatos. O
composto sintético (3) foi isolado através da separa¢do da mistura em coluna cromatografica
com AgNO;s. A separagdo permitiu a obtencdo de uma solugao de (3) (680 ppm). O componente
(3) foi caracterizado por espectrometria de massas e de infravermelho, apresentando os mesmos

sinais de (10£,12E)-(33).
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FIGURA 37 - Cromatogramas comparando os tempos de reten¢do dos compostos naturais (1, 2 ¢ 3) e os
compostos sintéticos 10E,12Z:160H; 10E,12Z:16Ac e 10E,12E:16Ac
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Dessa forma, a partir da coelui¢ao do extrato natural com padrdes sintéticos o feromdnio
de agregagdao do besouro Montella sp. foi confirmado como uma mistura de (10FE,1272)-
hexadecadienol (1) (bombicol), com acetato de (10E,12Z7)-hexadecadienila (2), nomeado de
acetato de bombiquila e acetato de (10E,10F)-hexadecadienila (3) (Figura 37). Bioensaios de
dupla escolha foram conduzidos com machos e fémeas de Montella sp. para verificar a atividade

bioldgica dos componentes sintéticos do feromonio.

3.6 BIODENSAIOS EM OLFATOMETRO DE DUPLA-ESCOLHA

Bioensaios de dupla escolha (Figura 38) foram conduzidos com machos e fémeas de
Montella sp. para verificar a atividade biologica dos componentes sintéticos do feromonio. O
bombicol sintético (1) foi altamente atrativo para as fémeas quando testado contra o solvente
controle [26 insetos (87%), x*> = 34.8, P<0.05]. Entretanto, quando os machos foram testados
contra 0 bombicol, a maioria dos insetos escolheu o solvente (controle) [22 insetos (73%), x> =
18.8, P<0.05]. A avaliagdo da atratividade do componente majoritario sintético do feromdnio,

o acetato de bombiquila (2), mostrou que esse componente foi atraente para ambos 0s sexos.
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Um total de 22 machos (73%, x* = 18.8; P<0.05) e 18 fémeas (60%, x*> = 10.0; P<0.05)
caminharam até a fonte de odor que continha o acetato de bombiquila (2). O componente
minoritario sintético (3), (10E,12E)-16:Ac, também foi testado para ambos os sexos € nao
mostrou atratividade: 90% dos machos (27 insetos, x> = 40.0. P<0.05) e 92% das fémeas (28

insetos, x> = 45.5, P<0.05) escolheram o solvente controle.

FIGURA 38 - Resultados dos bioensaios de dupla escolha testando a atratividade dos componentes sintéticos do
feromonio, Bombicol (1), Acetato de bombiquila (2) e (10E,12E)-16:Ac (3), para machos e fémeas Montella sp.
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Em resumo os bioensaios de dupla escolha com componentes do feromonio sintético
demonstraram que besouros Montella sp. liberam um feromdnio de trés componentes, mas
apenas dois, bombicol (1) e acetato de bombiquila (2), mediam o comportamento atraente. O
bombicol (1) atraiu apenas fémeas, sendo observado um comportamento caracteristico de
acasalamento durante os experimentos, vez que o componente majoritario — o acetato de
bombiquila (2) — provocou alta atratividade para ambos os sexos. Por outro lado, o componente
minoritario (10E,12E)-16:Ac (3) ndo foi atraente. O comportamento gregario foi observado

tanto nos bioensaios com acetato de bombiquila como nos bioensaios com o extrato natural.
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PARTE II

IDENTIFICACAO E SINTESE DO FEROMONIO DE AGREGACAO DA ESPECIE
Amerrhinus ynca
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3.7 IDENTIFICACAO DOS COMPONENTES DO FEROMONIO DA ESPECIE Amerrhinus

ynca

Os cromatogramas obtidos das analises dos extratos cuticulares de adultos machos e
fémeas da espécie A. ynca (Figura 39) apresentaram dois compostos produzidos apenas pelos
machos (A e¢ B), como pode ser observado na Figura 39. Os indices de retencdo para os
compostos macho-especificos foram calculados em coluna RTX-5, e os valores obtidos foram

de 2023 e 2457, respectivamente.

FIGURA 39 - Comparagao dos cromatogramas obtidos das andlises dos compostos cuticulares produzidos por
machos e fémeas de 4. ynca.
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Em estudos anteriores, realizados pelo grupo da Profa. Dra. Carla F. Favaro na
Universidade Estadual de Santa Cruz, Bahia, os extratos de volateis de 4. ynca apresentaram
um composto como feromonio macho-especifico. O componente identificado foi o aldeido
octadecanal (Ci3H360), que foi confirmado por analise CG-MS, CG-IVTF e de padrao sintético
(SANTOS NETA et al., 2021). Dessa forma, as estruturas quimicas dos compostos para o
feromonio cuticular foram propostas seguindo os passos aplicados para os volateis, e o estudo
das analises mostraram que o componente (A) era o octadecanal, que foi confirmado por

coelui¢do com padrdo sintético (Figura 40).
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FIGURA 40 — Cromatogramas comparando os tempos de retengdo do composto natural (A) de 4. ynca e o
padrao do octadecanal
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Para a elucidagdo estrutural do possivel feromoénio cuticular (B) de A. ynca foram
estudadas as analises do extrato por CG-IVTF (Figura 41) e CG-EM (Figura 42). No espectro
na regiao do infravermelho duas bandas puderam ser observadas, uma em 1716 e outra em 1478
cm’!, referentes aos estiramentos (C=0) de grupo carbonila, as quais juntas caracterizam a

funcao cetona.

FIGURA 41 - Espectro de infravermelho referente ao composto (B) macho-especifico de cuticula de 4. ynca.
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O espectro de massas desse composto (Figura 42) apresentou um pico do ion molecular
com m/z 338 e o fragmento com m/z 320 [M-18]", referente a perda de uma molécula de agua.
Os fragmentos com m/z 95 e 295 indicaram a presenca de ramificagdes metilicas, enquanto o
fragmento com m/z 58 foi atribuido ao rearranjo de McLafferty (PAVIA, 2010) (Figura 42),

dando indicios da presenca de uma carbonila localizada no C2 da cadeia principal.

FIGURA 42 - Espectro de massas referente ao composto (B) macho-especifico de cuticula de 4. ynca.
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Na tentativa de identificacdo das posi¢des das metilas, realizamos uma sequéncia de
microderivatizagdes para obter o esqueleto basico de carbono a partir do extrato natural,
seguindo a metodologia descrita na sessdao 4.9.3. O esperado era que a aplicagdo dessa
metodologia resultasse em fragmentos especificos, evidenciando as posi¢des das ramificacoes,
mas essas reacdes nao foram bem-sucedidas e ndo foi possivel obter o hidrocarboneto desejado

(Esquema 15).

ESQUEMA 15 - Tentativa de obtengdo do esqueleto basico de carbono a partir de uma cetona

_NHTs
0) N

- : H
L HN-NHTs P e LiAH, . XH

R” "R R"R "

A estratégia utilizada para auxiliar na identificagdo estrutural de (B) foi o estudo
minucioso dos espectros de massas e de infravermelho comparando-os com as anélises de uma

cetona possivelmente andloga ((6R,105)-6,10,13-trimetiltetradecan-2-ona) presente no
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feromonio macho-especifico da espécie Pallantia macunaima (FAVARO et al., 2013) (Figura

43), a qual também possui a carbonila no C2 da cadeia principal.

FIGURA 43 - Espectros de massas e infravermelhg referentes ao composto (6R,10S5)-6,10,13-trimetiltetradecan-
2-ona (FAVARO et al., 2013)

2870

1716

2957 2928

(6R, 10S) - Pallantione

(Mel10) M*-18)
137 1*5 x
11 151 'ﬁsr 180 196 211201 210
150 200

254
250

Ao avaliar o espectro de massas do composto B de A. ynca com a cetona modelo foi
observada a presenga do pico base com m/z 58, referente ao rearranjo de McLafferty, e o
fragmento com m/z 320 [M-18]", referente a perda de 4gua. A metila localizada no C6 foi
definida pela similaridade na intensidade do fragmento com m/z 95 [113-H>O], resultante da
quebra da ligacdo alfa a ramificagdo metilica no C6 (Figura 44) (ANDO; YAMAKAWA,
2014). Uma possivel metila no C10 foi descartada, uma vez que foi observado o aumento de
intensidade do fragmento com m/z 165 na cetona modelo — aumento esse que nao ¢ observado
para o composto natural B —aliado ao perfil de diminui¢do progressiva na intensidade dos picos,
com excegdo do fragmento com m/z 295 [M-43]", o qual apresentou breve intensidade em
relacdo aos fragmentos vizinhos, indicando uma ramificacdo metilica no C20. Com base nessas
informacdes foi atribuida como sendo a 6,20-dimetilenicosan-2-ona (69) (Figura 44) a estrutura
do composto macho-especifico (B) produzido por 4. ynca. Apds ter sido proposta a estrutura
quimica do feromoénio de 4. ynca, iniciamos a etapa de sintese para que fosse possivel

comprovar essa estrutura.
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FIGURA 44 — Proposta estrutural inicial para o composto (B) de 4. ynca
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3.8 ESTUDOS VISANDO A SINTESE DA 6,20-DIMETILENICOSAN-2-ONA (69)

A andlise estrutural da 6,20-dimetilenicosan-2-ona permitiu racionalizar a sintese em
trés blocos de construgdo — A, B e C — empregando reagdes de acoplamento C-C de Grignard,
olefinagcao de Wittig e alquilacdo (Esquema 16). Para isso, utilizamos de intermediarios chave
como o B-citronelol racémico (52), de forma a gerar a metila na posi¢do 6; o 1-bromo-2-
metilpropano (58), para adigdo das metilas geminais; o 1,9-nonanodiol (34), para o
alongamento da cadeia carbonica; e, por fim, o grupo funcional adicionado a partir da sintese

da imina (68).

ESQUEMA 16 — Esquema geral para obtencdo do composto (B)

Grignard Wittig Alquilacao
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3.9 ROTA SINTETICA VISANDO A OBTENCAO DA 6,20-DIMETILENICOSAN-2-ONA
(69)

A estrutura da 6,20-dimetilenicosan-2-ona foi sintetizada com a mistura dos dois
enantidmeros possiveis, conforme apresentado no Esquema 17. O bloco A partiu do B-citronelol
(52) que teve a hidroxila protegida através da reagdo com cloreto de benzila, resultando no éter
benzilico (53), que foi empregado na reagdo de ozondlise, formando o alcool (54). A etapa final
do bloco foi obtida pela reacdo de oxidacao de (54) com o reagente de TEMPO para a formagao
do aldeido (55) que posteriormente seria empregado na olefinacao de Wittig. Ja o bloco B foi
obtido pela reacdo de monoprotecao do 1,9-nonanodiol (34), levando ao alcool (56), que foi
convertido no iodeto (57), que na sequéncia foi utilizado na rea¢do de acoplamento via reagente
de Grignard preparado a partir do 1-bromo-2-metilpropano (58), reacdo essa que possibilitou
adicionar as metilas geminais (59) da estrutura. A etapa seguinte consistiu na reagdo de
desproteg¢ao do grupo DHP de (59), gerando o alcool (60). Assim, o alcool (60) foi submetido
a reacao de Appel para formagao do brometo (61).

A estratégia de sintese para o acoplamento entre os blocos A e B foi por olefinagao de
Wittig, uma vez que as metilas seriam adicionadas nas posi¢des esperadas. O brometo (61) foi
utilizado na preparacao do sal de fosfonio (62). De posse do aldeido (55), bloco A, e do sal de
fosfonio (62), bloco B, pudemos realizar o acoplamento por olefinagao de Wittig para jungao
dos blocos e consequente formagdo do monoeno (63), que foi submetido a uma reacao de
hidrogendlise catalisada por palddio suportado em carbono para reducdo da insaturacdo e
desprotecao do grupo benzila, resultando no alcool (64). O alcool (64) foi empregado na
formagao do tosilato (65) e, em seguida, na formagao do brometo (66).

Na construgdo do bloco C, era fundamental a sintese da imina (68), que foi preparada
pela substituicdo a carbonila entre a propanona (67) e a ciclohexilamina. A imina (68) foi
utilizada na reacdo de alquilagdo via anion de litio com o brometo (66) (bloco B). Apds a etapa
de hidrolise do produto em meio acido e da purificagdo obtivemos a cetona 6,20-

dimetilenicosan-2-ona (69).
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ESQUEMA 17 - Proposta de rota sintética para obtengdo de 6,20-dimetilenicosan-2-ona (69)
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3.9.1 Sintese do bloco de construgao A

A sintese do composto (69) (bloco A) teve inicio com o B-citronelol (52). Uma vez a
estrutura fosse confirmada, seria possivel empregar as formas enantiomericamente puras do
reagente de partida, (R)- e (S)-citronelol, para a obtengdo dos dois estereoisomeros da cetona
(69). Inicialmente realizamos a prote¢ao da hidroxila de (52) utilizando hidreto de sodio e
cloreto de benzila em THF para obtencdo do éter benzilico (53) com 89% de rendimento e
caracterizado pelas analises dos espectros de RMN 'H e 13C, de infravermelho e de massas. O
espectro de massas do composto protegido (53) apresentou um ion molecular com m/z 246. A
insercao do grupo protetor foi confirmada pelo pico base do fragmento com m/z 91, referente
ao fon tropilio; pelo fragmento com m/z 69, originado pela clivagem a-alilica; e pelos
fragmentos com m/z 155 [M-91]" (Figura 45). O espectro de RMN de 'H apresentou um
simpleto em deslocamento de 4,50 ppm, referente aos hidrogénios metilénicos, € 0s sinais entre
7,23 e 7,36 ppm referentes aos hidrogénios aromaticos, reforcando a presenca do grupo
protetor. Além disso foram observados o multipleto entre 5,09 e 5,14 ppm, referente ao
hidrogénio alilico da ligacao dupla, e também os demais sinais de hidrogénios alifaticos. Ja no
espectro de RMN de !°C destacam-se os sinais de carbonos localizados em deslocamento de

128,2, 127,5 e 127,4 ppm, referentes ao grupo benzila (Apéndice II, p. 194).

FIGURA 45 — Espectro de massas referente ao composto (53)
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A etapa seguinte consistiu na rea¢ao de ozonolise (CRIEGEE, 1975), seguida pelo
tratamento com agente redutor (NaBH4), uma vez que a obtengao do alcool proporcionaria uma
variedade de caminhos sintéticos (SZCZERBOWSKI et al., 2020). De maneira geral, em uma
reacdo de ozondlise, 0 0zonio reage com olefinas quebrando a ligagdo dupla C-C (53), por meio
de uma cicloadi¢ao 1,3-dipolar (Esquema 18), formando um intermediario instavel de 5
membros (ozonideo primario) (53a). Esse intermedidrio passa entdo por uma ciclorreversao,
gerando duas espécies carbonilicas (53b): um composto carbonilico e uma molécula dipolar
(carbonil-6xido). Uma nova cicloadi¢ao 1,3-dipolar ocorreu entre essas espécies, gerando um
novo ozonideo (ozonideo secundario) (53¢). A depender do tratamento subsequente, € possivel
obter alcoois via redugdo (54) e aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos via oxidagdo. Para a
sintese do composto (54), o tratamento redutivo do ozonideo secundario levou a formacao do

alcool (54) com 94% de rendimento, e do isopropanol.

ESQUEMA 18 - Mecanismo geral da reag@o de ozonolise do alqueno (53)
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A sintese do composto (54) foi caracterizada pelos sinais presentes no espectro de RMN
de 'H com deslocamento de 7,3 e 7,2 ppm, referentes aos hidrogénios do anel aromatico, e por
um simpleto em 4,4 ppm integrado para dois hidrogénios, referente aos hidrogénios benzilicos
(Apéndice II, p. 196). O espectro de RMN de *C evidenciou a presenga de dois sinais com
deslocamento de 68,5 e 72,9 ppm relativos aos carbonos ligados ao 4&tomo de oxigénio do éter
benzilico, bem como o sinal em deslocamento de 63,1 ppm relativo ao carbono carbindlico
(Figura 46).

A finalizac¢do do bloco A foi pela reacdo de oxidag¢ao de Anelli, que emprega reagente
de TEMPO (N-oxil- 2,2,6,6-tetrametilpiperidina) (ANELLI et al., 1986), e formacao do aldeido
(55) de interesse. Essa oxidagdo, que se utiliza de um sistema bifasico formado por

diclorometano e tampao (pH = 8,6), TEMPO, hipoclorito de sédio, e quantidade catalitica KBr,
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tem como vantagens nao produzir residuos e empregar quantidades cataliticas do agente
oxidante, além de poder ser utilizada em etapas posteriores sem purificagdes adicionais.

A partir dessas condigdes o alcool (54) foi convertido no aldeido (55). O composto foi
caracterizado pelo espectro de RMN de '*C através do sinal em 202,0 ppm referente a carbonila
de aldeido, bem como pela auséncia do sinal do carbono carbindlico em 63,1 ppm, referente ao

grupo hidroxila de 54 (Figura 46).

FIGURA 46 — Espectro de RMN de '3C referentes ao alcool (54) e do aldeido (55)
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3.9.2 Sintese do bloco de constru¢cdao B

Visando a sintese do bloco B (66) seguiu-se a rota com a monoprotecdo do 1,9-
nonanodiol (34) com grupo protetor DHP, j4 mencionado no texto. O produto monoprotegido
(56) foi obtido com 65% de rendimento e foi submetido a reagdo com iodo na presenca de
trifenilfosfina e imidazol em DCM sob temperatura ambiente (WANG, DONG e LAROCK,
2003).0 iodeto (57) foi obtido com 63% de rendimento e caracterizado pelos espectros de
massas, de infravermelho ¢ de RMN de 'H e '*C. No espectro de RMN de '*C (Figura 47)

observamos o sinal em 7,2 ppm, caracteristico do carbono metilénico, ligado diretamente ao
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atomo de iodo, que sofre deslocamento para a direita devido a maior blindagem que ¢ atribuida

ao efeito do atomo pesado.

FIGURA 47 — Espectro de RMN de '*C referente ao composto 57
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Uma vez de posse do iodeto (57), realizamos o acoplamento Csps3-Csps. Para isso, o
reagente de Grignard foi gerado a partir da adi¢do do 1-bromo-2-metilpropano (58) comercial
em THF ao magnésio metalico previamente tratado e ativado com iodo (ECKERT, 1987). Em
seguida o reagente de Grignard foi adicionado ao iodeto (57), tendo o iodeto de Cobre (I) como
catalisador, obtendo-se assim o produto do acoplamento (59) em 94% de rendimento.

Apos a purificagio o intermedidrio (59) foi caracterizado pelo espectro de RMN de 'H,
que apresentou um dupleto com deslocamento de 0,86 ppm, integrado por seis hidrogénios,
referente aos hidrogénios das metilas geminais (Figura 48), e um multipleto entre 4,61 e 4,55
ppm, referente ao hidrogénio cetalico do grupo DHP. O espectro de RMN de !*C apresentou
sinal em deslocamento de 19,8 ppm, mais intenso que os demais, que sdo referentes as metilas

geminais (Apéndice IL, p. 204).
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FIGURA 48 — Espectro de RMN de 'H referente ao composto (59)
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O produto do acoplamento foi submetido a reagdo para eliminagdo do grupo protetor
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DHP de (59), formando o élcool (60) com 98% de rendimento e caracterizado pelo espectro de
infravermelho pela banda intensa referente a deformagio axial de O-H em 3326 cm’,
demonstrando a formagao do alcool (60) (Apéndice I1, p. 206). Assim, o alcool 60 foi submetido
areacdo de bromacao de Appel, que utiliza CBrj e trifenilfosina, uma reagdo muito utilizada na
conversao de dlcoois em brometos, com a aplicagdo em condi¢des brandas (APPEL, 1975).

A reagdo teve como primeira etapa a ativacao da trifenilfosfina pelo tetrabrometo de
carbono (Esquema 19). Em seguida ocorreu um ataque nucleofilico do par de elétrons nao
ligante do oxigénio do alcool (60) ao fosforo, formando o intermediério fosfindxido (60a) e
liberando o ion brometo. Uma segunda etapa teve inicio com o anion gerado abstraindo o préton
do oxigénio do alcool e formando o bromoférmio como subproduto. Uma vez que o oxigénio
foi transformado em um bom grupo de saida, ocorreu um ataque do bromo no carbono ligado

ao oxigénio formando o produto desejado (61) e o 6xido de trifenilfosfina, via Sn2.
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ESQUEMA 19 - Mecanismo da reagdo de Appel para obteng¢do do brometo (61)
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A purificacdo da reagdo primeiramente se deu pela remogao do solvente, seguida da
aplicagdo direta em coluna e elui¢do com hexano, levando a reten¢do do 6xido de trifenilfosfina,
um dos subprodutos. O outro subproduto, o bromoférmio, eluiu com (61) e foi removido através
do uso de bomba de alto vacuo. No espectro de massas foi possivel observar um ion molecular
com m/z 262 e 264, ¢ um fragmento com m/z 219/221 [M-43]" referente a perda do grupo
isopropila na estrutura (Apéndice II, p. 209). O brometo (61) foi obtido com 87% de
rendimento.

A estratégia de sintese para o acoplamento entre os blocos A e B deu-se via olefinacao
de Wittig, uma vez que as metilas estariam nas posi¢des esperadas. Assim, o brometo (61) foi
utilizado na formacao do sal de fosfonio (62), conforme metodologia ja descrita. Na sequéncia,
o aldeido (55), bloco A, e o sal de fosfonio (62), bloco B, foram utilizados no acoplamento
levando a formagao do monoeno (63).

O monoeno (63) foi caracterizado pelo espectro de RMN de 'H, no qual foi possivel
observar os sinais em deslocamento de 0,87 e 0,96 ppm integrados para nove hidrogénios
referentes a insercao das metilas geminais e também da metila isolada de (63), comprovando a
jungdo dos blocos A e B. Os deslocamentos em 7,31-7,41 ppm foram caracterizados para os
quatro hidrogénios metinicos do grupo benzila, ¢ o multipleto em 5,38-5,30 ppm ¢ referente

aos hidrogénicos metinicos da ligagao dupla formada pelo acoplamento de Wittig (Figura 49).
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FIGURA 49 — Espectro de RMN de 'H referente ao composto (63)
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A etapa seguinte consistiu na redu¢do da insaturag@o e na desprote¢do a partir da reacao
de hidrogenolise catalisada por paladio suportado em carbono na presenca de etanol, resultando
no alcool (64) (HARTUNG; SIMONOFF, 2011). A comprovagao da sintese foi pela analise do
espectro de massas de (64), principalmente pelo ion molecular com m/z 281 [M-18]", referente
a perda de agua em alcoois, além do aparecimento do pico base com m/z 57, aliado a auséncia
do pico base com m/z 91 referente ao ion tropilio do grupo protetor benzila de (63) (Apéndice
I, p. 213).

Dentre as reacdes de bromagao direta a partir de alcoois, escolhemos a de Appel para
obter (66). No entanto ela ndo foi bem-sucedida, e os rendimentos nao foram satisfatorios.
Assim, a estratégia foi via tosilato pela reagdo com cloreto de tosila na presenca de piridina,
usando o DMAP como catalisador nucleofilico e o alcool (64) em cloroférmio (ZARBIN,
CRUZ e FERREIRA, 1998). Essa reagao permitiu obter o tosilato de interesse (65) em uma
mistura com o reagente cloreto de tosila, apds tentativa de purificacdo. A caracterizacdo de (65)
foi via andlise de espectrometria de massas. No espectro de massas do composto (Figura 50)
ndo foi possivel obter o ion molecular com m/z 452 devido a sua instabilidade, embora tenha
sido detectado o fragmento caracteristico do grupo tosila, com m/z 155, através da quebra entre

0 oxigénio e o atomo de enxofre.
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FIGURA 50 — Espectro de massas referente ao composto (65)
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Assim, a mistura foi utilizada na etapa seguinte sem purificacdo adicional e foi possivel
empregar a reacao de Finkelstein com brometo de litio sob refluxo em acetona para a obtengao
do brometo (66), via Sx2 (MORI, 2010; CAHIEZ, et al., 2012). O composto foi obtido com
71% de rendimento, levando ao fechamento do bloco B.

O bloco C teve como finalidade a sintese da imina (68), que foi preparada a partir da
condensacdo da propanona com a ciclohexilamina, sob refluxo em benzeno para remocgao
azeotropica da agua com o uso de Dean-Stark. O solvente foi removido por destilagdo e o
composto foi utilizado sem purificagdes adicionais. E importante salientar que a imina (68) é
muito sensivel a hidrélise e ¢ recomendado utiliza-la logo apds o preparo (WHITESELL;
WHITESELL, 1983). No espectro de RMN de '*C de (68) foi observado um sinal em 163,7
ppm referente ao carbono da ligacdo C=N, além do sinal em 59,2 ppm para a ligacdo C-N. Os
sinais com deslocamento de 29,2 e 17,8 ppm sdo referentes aos carbonos metilicos ligados ao
C sp? (Apéndice II, p.216). Esses dados corroboram os encontrados por Soudi et al. (2007) e
De Kimpe (2001).

A imina (68) foi aplicada para que o grupo funcional fosse adicionado de forma rapida.
As iminas diminuem a transferéncia de protons quando se tem enolatos presentes, o que evita
polialquilagdes, e também sdo menos eletrofilicas do que as cetonas correspondentes,
impedindo a autocondensacdo. Uma outra vantagem ¢ a baixa reatividade do nitrogénio nesse
sistema, devido ao impedimento estérico formado pela interagao do anion gerado com o metal

e o solvente, e também pelos substituintes ligados ao nitrogénio. Uma vez obtida a imina, pode-
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se gerar o anion de litio correspondente e utiliza-lo na reagdo de acoplamento com o brometo
(66). A etapa final consistiu na hidrdlise do produto em meio acido, seguida de purificacao,
levando a cetona 6,20-dimetilenicosan-2-ona (69).

No espectro de RMN de '*C (Figura 51) foi possivel observar sinal com deslocamento
de 209.,4 ppm referente a carbonila do grupo cetona e os sinais com deslocamento de 22,6 ppm
para as metilas geminais ligadas ao C20, e um carbono metilico em 19,5 ppm, referente a metila
ligada ao C6 da estrutura. O sinal em 21,4 ppm caracteriza o carbono metilénico na posicao /-
carbonila. O espectro de massas apresentou ion molecular com m/z 338, um pico base com m/z
58 para o rearranjo de McLafferty, e um fragmento com m/z 320 (M*-18) referente a perda de

agua (Apéndice II, p. 219).

FIGURA 51 — Espectro de RMN de "*C referente ao composto 6,20-dimetilenicosan-2-ona (69)
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O composto (68) com duas ramificagdes metilicas apresentou tempo de retengdo de
aproximadamente 26 segundos (IR = 2417), menor do que o do composto natural (Figura 52).
Dessa forma, foi descartada a possibilidade da estrutura proposta — 6,20-dimetilenicosan-2-ona
— ser a do composto natural (B), embora apresentem alta similaridade nos espectros de massas

(Figura 53).
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FIGURA 52 - Cromatograma resultante da comparagao do composto (B) produzido pelos machos de 4. ynca ¢ a
6,20-dimetilenicosan-2-ona (69)
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FIGURA 53 - Espectros de massas referente ao composto produzido (B) pelos machos de A. ynca e do composto
sintético (69) (6,20-dimetilenicosan-2-ona)

5 Natural (B)

50 100 150 200 250 300 m/z

m/z 113 /95

50 100 150 200 250 300 m/z

Embora o composto ndo seja o feromdnio, a sua sintese forneceu pistas de que a
estrutura correta seja similar, porém com uma unica ramificagdo metilica, que provavelmente
esta localizado no C6, e que de fato se trata de uma cetona no C>. No entanto, para fins

comparativos entre os tempos de reteng¢ao e massas, foi proposta a sintese de uma cetona linear
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de mesma massa molar (tricosan-2-ona) (79) a fim de coletar mais informagdes que ajudassem

a chegar na estrutura correta.
3.10 ROTA SINTETICA VISANDO A OBTENCAO DA TRICOSAN-2-ONA (79)

A sintese do composto tricosan-2-ona (79) foi preparada empregando as metodologias
de sintese anteriormente descritas, conforme apresentado no Esquema 20, e caracterizadas pelas

analises de RMN de 'H e 1’C, de massas e de infravermelho.

ESQUEMA 20 - Proposta de rota sintética para obtengao da tricosan-2-ona (79)

Bloco A
THP, p-TSA
HOONNN — =5 THPOT N
a0 N DCM, t.A. (71) A
95 %
Bloco B

\MI/S\OH CBI‘4, PPh3 \(\/)I/S\Br

DCM, 0 °C, 1h
72) 90 % (73)
Bloco A + B
1) BuLi, THF
THPO” " 0° C, 30 min | THPo/\/\/Hks MeOH
) N 2) 73, HMPA, (74) p-TSA, 5 h,
-78 °C-t.a. 95 %
90 %
HO X H,, Pd/C HO \/(/“)@ PCC, NaOAc, Celite o w
(75) X 5
Hexano, 2 h (76) CH,Cl,, t. a., 3h 7
99 9%, 97 %

OH O

MeMgCl ; )\(v)/ Jones /\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/u\
THF, 0°C, 1 h 2

0 Acetona, 0 °C
99% (78) 10 min, 99 % (79

A sintese do composto (79) foi dividida em dois blocos, A e B, ambos obtidos em uma
unica etapa. O bloco A consistiu na prote¢ao do pent-4-in-1-ol (70) utilizando DHP, obtendo-
se o alquino protegido (71) com 95% de rendimento (Apéndice II, p. 220-221). O bloco B
empregou a reagdo de Appel pela bromacao do alcool (I-heptadecanol) (72), levando a

formacgao do 1-bromoheptadecano (73). De posse de (71) e (73) foi possivel a jun¢ao dos blocos
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A e B pelo emprego do alquino (71) na reagao de alquilagdo via anion de litio com o 1-
bromoheptadecano (73) resultando em (74), que foi caracterizado por espectrometria de massas
e apresentou um ion molecular com m/z 405 [M-1]", pico base com m/z 85, referente ao grupo
protetor DHP, e também um fragmento estavel com m/z 167 da quebra a-alilica a ligacdo tripla
ao alquino, reforcando a formacao do produto de alquilagao (Apéndice II, p. 223).

O produto do acoplamento (74) foi submetido a reagdo de remocao do grupo DHP e
apos a purificagdo foi obtido o alcool (75) com 95% de rendimento. A etapa seguinte consistiu
na hidrogenagao catalitica de (75) com Pd/C em hexano, levando ao 4lcool de cadeia longa (76)
com 99% de rendimento. O espectro de infravermelho comprovou a sintese de (76) pela banda
em 3282 cm™! de deformagcdo axial do O-H de 4lcool. Além disso o espectro de RMN *C/DEPT-
135 apresentou o sinal de carbono carbindlico em deslocamento de 63,08 ppm, e o carbono
metilico terminal em deslocamento de 14,12 ppm (Apéndice II, p. 226).

Logo a seguir o 1-docosanol (76) foi empregado na reagdo de oxidagdo com PCC
formando o aldeido correspondente, o docosanal (77). O espectro de infravermelho do
composto (77) apresentou uma banda em 1714 cm™ do estiramento C=0 de aldeido (Apéndice
I1, p. 229).

A etapa seguinte consistiu na adi¢cdo do reagente de Grignard comercial (cloreto de
metilmagnésio) ao aldeido (77) em THF (4.10.49), o que resultou na formagdo do alcool
secundario (78). Esse alcool foi caracterizado pelo espectro de RMN de 13C/DEPT-135,
apresentando o sinal do carbono carbinodlico em deslocamento de 68,23 ppm, o sinal em 23,46
ppm para o carbono metinico ligado ao carbono carbinélico, e os sinais em 22,69 e 14,13 ppm
para os carbonos metilicos terminais (Apéndice 11, p. 230).

De posse do alcool (78), foi empregada a reacdo de oxidagdo de Jones. Para essa reacao
utiliza-se o reagente de Jones previamente preparado € o alcool (78) em acetona, levando
diretamente a formacao da 2-tricosanona (79) com rendimento de 99%. A caracterizacao foi
realizada por RMN de 'H e '*C, por massas e por infravermelho. O espectro de RMN de '*C
apresentou sinais caracteristicos de carbonila de cetona em deslocamento de 209,40 ppm, além
dos sinais de carbonos metilicos terminais em 19,54 e 21,43 ppm. (Apéndice II, p. 232). No
espectro de massas foi possivel observar um ion molecular com m/z 338 e um pico base com
m/z 59 (Figura 55). O espectro de infravermelho refor¢ou a sintese (79) pela banda de
estiramento de carbonila de cetona em 1720 cm™' (Apéndice II, p. 233).

A cetona linear apresentou tempo de retengdo superior quando comparada ao composto

natural, como era esperado, ¢ com aproximadamente um minuto de diferenca (IR = 2517)
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(Figura 54). Uma vez que apresentam maior interagdo com a fase estacionaria da coluna, os
compostos ndo ramificados apresentam maiores tempos de retencdo do que compostos com
ramificagdes metilicas. Com essas informagdes € com o espectro de massas foi descartada a
possibilidade de a estrutura do Natural (B) ndo conter ao menos uma ramificacdo metilica. No
espectro de massas do composto (79) (Figura 55) foi possivel observar uma constante
diminui¢do das intensidades dos fragmentos, principalmente entre os fragmentos com m/z 85,

96 e 109, o que ndo acontece no composto natural.

FIGURA 54 - Cromatograma resultante da comparac¢do do composto (B) produzido pelos machos de A. ynca e
do composto sintético (79) (tricosan-2-ona)
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FIGURA 55 - Espectros de massas do composto (B) produzido pelos machos de 4. ynca e do
composto sintético (79) (tricosan-2-ona)
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Diante das informacgdes obtidas a partir das sinteses realizadas, a inica posi¢ao que
permitiria uma ramificacao seria no C6, levando em conta a diferenga dos tempos de retengdes
das cetonas sintéticas (69 e 79) em comparagao com o do natural (B) (Figura 56). Dessa forma,
a estrutura conteria uma metila e 22 carbonos na cadeia principal, e a provavel estrutura para o
feromonio de 4. ynca seria a da 6-metildocosan-2-ona, cuja sintese encontra-se relatada na

sessao 3.12.

FIGURA 56 — Cromatogramas resultantes da comparacdo do composto (B) produzido pelos machos de 4. ynca e
as cetonas sintéticas (69) e (79)
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3.11 ROTA SINTETICA VISANDO A OBTENCAO DA 6-METILDOCOSAN-2-ONA (91)

A estrutura da 6-metildocosan-2-ona (61) foi sintetizada com a mistura dos dois
enantidmeros possiveis, conforme apresentado no Esquema 21, e foi preparada com o emprego
das metodologias de sintese ja descritas e de todas as etapas caracterizadas pelas analises de
RMN de 'H e '3C, de massas e de infravermelho.

A estratégia foi baseada na reacao de olefinagcdo de Wittig para jungdo dos blocos A e
B, da mesma forma usada para a cetona di-metilada (69). O aldeido (55) foi aproveitado para
adi¢do da metila no C6 (bloco A, Esquema 17). De posse do aldeido (55) fez-se necessaria a
sintese do brometo (85), e para isso foi utilizada uma sequéncia de reacdes andloga a empregada

no Esquema 19. O Esquema 21 evidencia essas reacdes na sintese de (85).
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ESQUEMA 21 — Proposta de metodologias de sintética para obteng¢do do brometo (85)

1) BuLi, THF
N on _CBry PPhs N Br 02’ C, 30 min THPO/\/\/H\
I oo mn
20 DCM, 0 °C, 1h 316 2) 71, HMPA, 62 6
(80) 89 % @1 -78 °C-t.a.

MeOH H,, Pd/C CBr,, PPh, 1
HO e H 11 Iy Br
p-TSA,5h 33 X8 Hexano,2h NN Semoec, in SN

95 % 98 % (84) 89 % @5)
PPh,, -4
— P 5
110 °C, 48 h BrPhyP O H TN
> 99 %, (86)

A sintese foi iniciada pela bromacgao do 1-octanol (80) comercial, que foi convertido no
brometo (81) (APPEL, 1975) com rendimento de 89%. A etapa seguinte consistiu na rea¢do de
alquilagdo via anion de litio entre o alquino (71) e o 1-bromooctano (81) (BUCK; CHONG,
2001). O produto da alquilagdo (82) teve sua hidroxila desprotegida, levando ao alcool (83)
sintetizado com 95% de rendimento (ZARBIN et al., 2007). Na sequéncia, a ligacdo tripla de
(83) foi reduzida com paladio suportado em carbono, fornecendo o alcool tridecanol (84) com
98% de rendimento (PRASAD; ANBARASAN, 2007). Por fim, o brometo de interesse (85) foi
sintetizado por reacdo de Appel com 89% de rendimento (APPEL, 1975) e na sequéncia foi
empregado na formagdo do sal de fosfonio correspondente (86) (VIDAL et al., 2016). O
brometo (85) foi caracterizado pelo seu espectro de massas, observados o pico base com m/z 57
e os sinais dos fragmentos com m/z 135/137 (C4HsBr") e com m/z 149/151 (CsHioBr")
caracteristicos de isotopos do atomo de bromo (Apéndice 11, p. 242). De posse do aldeido (55)
e do sal de fosfonio (86) pdde ser realizada a olefinacao de Wittig, como mostrado no Esquema

22.
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ESQUEMA 22 — Proposta de metodologias de sintese para obtengdo da 6-metildocosan-2-ona (91)

- 1) BuLi, THF, -60°C M H,, Pd/C
BrPhyP” 4 ) Bulk, > BnO = RS

10
2)55,12 h Etanol, 3 h
(86) 21 % @7 98 %
HO/\)\HIQ\ TsCl, Py, DMA Mso/\)\(\al/“\ _ LiBr _
(88) CHCl; 40°C, 24 h (89) Acetona, refluxo
1h,76 %

/\)\9/\ 1) LDA, THF o
2)68,-78°C o
Br 14

90) 3) Acido acético
T.a.3h oD
50 %

As reagoes envolvidas para adi¢do da metila, bem como as do grupo funcional, seguiram
analogas a da cetona sintética para duas metilas (69). O sal de fosfonio (86) ¢ o aldeido (55)
foram empregados na reacdo de acoplamento de Wittig, levando a sintese do monoeno (87).
Em seguida (87) foi submetido a reacao de hidrogendlise, que formou o alcool (88). Logo apds
a sintese de (88) foi realizada a comparagao do tempo de retengdo desse intermediario com a
do alcool di-metilado (64) (Figura 57). Nos cromatogramas comparativos foi possivel verificar
que o alcool com uma metila apresentava pouco tempo (29 segundos) a frente do alcool de duas
metilas, reforcando que a sintese estava caminhando para confirmagdo da estrutura e que o

feromonio de fato possuia a metila no C6.

FIGURA 57 — Cromatograma referentes aos alcoois intermediarios sinteticos dimetilado (64) e monometilado
(88)
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Dando continuidade a rota sintética proposta, o alcool (88) foi convertido no mesilato

(89). Primeiramente tentamos realizar a sintese via tosilato, que ndo foi bem-sucedida devido
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ao baixissimo rendimento. Sendo assim, optamos por realiza-la via mesilato, empregando o
reagente cloreto de mesila e a trietilamina em DCM. Dessa forma, foi possivel obter uma
mistura do mesilato de interesse (89) com o reagente cloreto de mesila. Apos a extragdo a
mistura foi empregada na etapa seguinte sem purificacdo adicional. O mesilato foi caracterizado
pelo espectro de massas e devido a sua instabilidade ndo foi possivel obter o ion molecular com
m/z 376. No entanto pdde ser caracterizado pelo fragmento com m/z 123 referente a quebra alfa

metila, além do m/z 105 devido a perda de dgua relacionada a quebra citada (Figura 58).

FIGURA 58 — Espectro de massas referente ao composto (89)
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Através dessa sequéncia andloga de reagdes a cetona foi obtida com 50% de rendimento
e caracterizada pelos espectros de RMN de 'H e 13C, de massas e de infravermelho. O espectro
de RMN de '*C apresentou sinal de carbonila em deslocamento de 209,4 ppm, além do sinal
dos carbonos metilicos terminais C22 e C23 em 14,1 e 19,5 ppm, respectivamente (Apéndice
IL, p. 250). O espectro de massas de alta resolugcdo para o composto apresentou massa molar
com m/z 345,3682 (M+L1); 20,0 eV (Apéndice II, p. 251).

De posse da terceira cetona sintética (91) foi realizada a coinje¢do com o produto natural
(B) (Figura 59) por meio da qual foi observada a coelui¢do dos dois compostos em duas colunas
cromatograficas distintas (RTX-5; RTX-WAX). Também foi possivel observar que os
espectros de massas (Figura 60) e de infravermelho do composto sintético sao idénticos aos do
produto natural (B), confirmando assim a estrutura quimica do segundo composto cuticular

macho-especifico produzido por A. ynca como sendo a 6-metildocosan-2-ona.
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FIGURA 59- Cromatogramas resultantes da coielui¢do do composto (B) produzido pelos machos de 4. ynca
com a 6-metildocosan-2-ona (91)
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FIGURA 60 - Espectros de massas referentes ao composto (B) produzido pelos machos de A. ynca e a 6-
metildocosan-2-ona (91)
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Uma vez identificada a estrutura do feroménio (B) a continuidade dos estudos tinha
como objetivo a sintese enantiosseletiva do possivel isdmero da 6-metildocosan-2-ona dentre

as duas possibilidades possiveis. A estratégia de sintese encontra-se relatada na proxima sessao.
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3.12. SINTESE ENANTIOSSELETIVA DA 6-METILDOCOSAN-2-ONA

Diversos feromonios apresentam centros quirais em suas estruturas e, normalmente,
apenas um dos enantiomeros € o responsavel pela comunicacao entre os insetos. No entanto
pode ocorrer que pares de enantiomeros sejam também ativos. Em curculionideos muitos dos
feromonios apresentam-se na configuragao (), a exemplo da espécie Sphenophorus levis, praga
da cana-de-agtlicar na qual Zarbin e colaboradores (2004) identificaram o (S)-2-metil-4-octanol.
Essa mesma estrutura foi identificada como feromonio de agregacao da espécie Metamasius
hemipterus (RAMIREZ-LUCAS et al., 1996). O (S, E)-6-metilhepta-2-en-4-ol, por sua vez, foi
identificado como principal componente do feromdnio na broca do coqueiro Rhynchophorus
palmarium (AMBROGI et al, 2009; BANDEIRA, ef al. 2021).

Assim, no intuito de determinar a configuracdo da 6-metildocosan-2-ona (91) foram
iniciados estudos para obten¢do dos dois possiveis isdmeros dessa molécula para posterior
comparacdo com o feromonio natural. A estratégia de sintese enantiosseletiva seguiu os
mesmos passos da sintese racémica da 6-metildocosan-2-ona e foi realizada a partir do (R)- ou
(S)-citronelol. Primeiramente, optamos pelo emprego do (S)-citronelol comercial ((S)-52) para

a determinagdo da estereoquimica da metila na posicao 6 (Esquema 23).

ESQUEMA 23 - ESQUEMA GERAL PARA SINTESE ENANTIOSSELETIVA DA (5)-91

(65)-91 v

- + =
BrPh,P” Y : I
10 OW\/\OH )\
(86) ($)-55 (68)
HOWO
(8)-54
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Através da sequéncia andloga de reagdes otimizadas na sintese da cetona racémica
(91), o isdmero (S)-6-metildocosan-2-ona ((S)-91) foi obtido com 50% de rendimento (S5)-91:
[a]p?®=+4,2 (c = 0.4, CHCI5). Na Figura 61 apresentamos os intermediarios sintéticos com o0s

respectivos valores de rotagao 6Otica observados.

FIGURA 61 - Valores de [a]p?° para o isdbmero dos intermedidrios de sintese e do feroménio sintético (S)-(91)
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A fim de determinar a estereoquimica absoluta do feroménio de A. ynca testamos a
resolugdo de todos os seus isomeros em coluna CG, B-DEX 325 (Supleco®), nao sendo possivel
obter a separacdao. Devido as dificuldades encontradas na separacdo dos enantidmeros a
estratégia empregada foi realizar pequenas derivatizagdes.

Levando em conta que os acetatos secunddrios geralmente promovem excelentes
separacoes em coluna capilar B-DEX 325, optamos pela introdu¢do de um segundo centro em
Cz. Assim, a mistura racémica de todos os estereoisdmeros € do enantidmero puro (S5)-91
separadamente foram reduzidos aos respectivos dlcoois com LiAlH4 em éter, e posteriormente
foram acetilados na presenca de Ac2O e piridina. Na Figura 62 apresentamos as analises em

CG-DIC das etapas de derivatizacdes empregadas para a mistura racémica de ((R/S)-91).
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FIGURA 62- Cromatogramas obtidos via CG-DIC das etapas de derivatizagdo de (R/S)-(91)

A -
L Acetilacao
OH (Ac,0, Piridina)
L
| Reducio
Q (LiAIH, éter)
C13\/\/I\/\/L|\ J L

[ L L L O L LI L R BRI BRI

160 17.0 18.0 19.0 200 21.0 22.0 23.0 240 250 26.0 min

Assim, o acetato resultante da mistura racémica de (R/S)-(91) forneceu quatro picos
na analise por CG de fase estacionaria quiral, conforme apresentado na Figura 63, na qual
também pode ser observada a separagao do isomero (5)-910Ac sintético (B), € a coinjecao de
ambos (C), e também o derivado proveniente do extrato de A. ynca (D). Dessa forma foi
possivel confirmar a configuragdo absoluta do feromoénio de A. ynca como sendo o (65)-
metildocosan-2-ona, que apresentou o mesmo tempo de retencdo do composto sintetizado e

comprovado.
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FIGURA 63 - Cromatogramas obtidos via CG-EM coluna B-DEX 325 da separac@o dos derivados A) (R/S)-
910Ac; B) (5)-910Ac¢; C) Coinjegdo (A E B), Extrato natural (D)
0

j\ B) = OJ\

\/\/\/\/\/A)\/\/\)\/\)O\

A) (S/R)-910Ac

B) (5)-910Ac J\/\

C) Coinjecio (A + B)

D) Extrato Natural M 7/ \

1560.0 min

1540.0 1545.0 1550.0 1555.0

1520.0 1525.0 1530.0 1535.0
CG-DIC em coluna Beta Dex™ 325 (Condigdes: 50 °C (1 min)-50-160 °C (0,2 °C/min)(900min)-175 °C (0,2

°C/min) (300 min)
Nao ha registros de estudos que comprovem a identificacdo da cetona de cadeia longa

(S)-6-metildocosan-2-ona (91), nem de pesquisas que demonstrem a identificagdo do aldeido

octadecanal na familia Curculionideo. Assim, acreditamos que este trabalho contribuira para o

enriquecimento das informacgdes sobre a ecologia quimica de insetos dessa familia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E CRIACAO DE Montella sp.

Os insetos adultos de Montella sp. foram coletados entre agosto de 2018 e marco de
2019 em plantagdes de baunilha (Vanilla planifolia) localizadas em Ilhéus-BA e levados para
criacdo no Laboratorio de Controle Biologico e Semioquimicos (LaCoBSe), localizado na
Universidade Estadual de Santa-Cruz-UESC, Bahia, Brasil (S 14°47°53.6” ¢ W 39°10°19.17).
Os insetos foram sexados de acordo com caracteristicas morfologicas, a exemplo do
aprofundamento abdominal presente em machos e ausentes em fémeas. As gaiolas de criacao
consistiram em um béquer de 500 mL contendo 5 g de PDA (Agar de Dextrose de Batata) em
100 mL de 4gua destilada, para manter o material vegetal (caules de plantas de baunilha para
alimenta¢do) e uma camada de vermiculita (6 cm) simulando o solo (Figura 65A). As colonias
foram mantidas a uma temperatura ambiente de 28 + 2 °C, fotoperiodo 14:10 h L:D e umidade

relativa de 70-80%. O alimento foi substituido a cada trés dias.

4.2 COLETA E CRIACAO DE Amerrhinus ynca

As larvas e pupas de Amerrhinus ynca Salberg foram coletadas em raquis de coqueiros
localizadas no Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), Estacao Experimental Lemos Maia, em
Una-BA (15°17°36S, 39°04°31”W) e levado ao LaCoBSe. As raquis foram coletadas e
mantidas em recipientes plasticos (90,0 x 58,5 x 5,0 cm) forrados com telas de nailon, onde
foram observados diariamente até a emergéncia dos adultos (Figura 65B). Apos a emergéncia,
os insetos foram coletados, separados por sexo e transferidos para gaiolas plasticas (35,0 x 24,5
x 42,0 cm) com pequenos orificios na superficie para permitir o fluxo de ar. A sexagem foi
realizada com base na morfologia do abdomen, seguindo a metodologia de Souza (2006), na
qual o formato abdominal se apresenta arredondado nas fémeas e ligeiramente achatado nos
machos. Os adultos foram criados com pedagos frescos de cana-de-agiicar e mantidos sob
condi¢des ambiente de temperatura, fotoperiodo e umidade analogas as utilizadas para Montella
sp. (27 £ 3 °C, 14:10 L/D e 80% UR). A cada dois ou trés dias foi substituida a alimentagdo e

feita a limpeza das gaiolas.
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FIGURA 64- Gaiolas de criacdo de Montella sp. (A) E Amerrhinus ynca (B) (Foto: Jessica Jorddo (A) e Randilla
Cordeiro (B))

4.3 COLETA DOS COMPOSTOS VOLATEIS DE Montella sp.

Os compostos organicos volateis produzidos por Montella sp. foram coletados
utilizando o método de aeragio (NAVARRO et al., 2002; FAVARO, SANTOS ¢ ZARBIN,
2012). Para isso, seis insetos de cada sexo foram colocados em duas camaras de vidro adaptadas
(11 x 3 cm D.I.), mantidas na mesma temperatura e fotoperiodo da colonia. Pedagos de cana e
baunilha foram oferecidos como alimento. Um fluxo continuo de ar umidificado e filtrado por
carvio ativado (1,5 L min™") foi passado através das cAmaras transportando todos os volateis
para armadilhas de vidro contendo polimero adsorvente HayeSep-Q (30 mg, 80/100 mesh,
Alltech Assoc., Columbia, MD, USA). Os volateis retidos no polimero foram dessorvidos a cada
96 horas com 400 uL de hexano (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, USA). Todos os extratos
foram armazenados em freezer a -20 °C. Os extratos foram analisados, combinados,
concentrados sob fluxo suave de nitrogénio e posteriormente enviados ao laboratério de

Semioquimicos na Universidade Federal do Parana-UFPR.

4.4 COLETA DOS COMPOSTOS CUTICULARES DE Amerrhinus ynca

Para a obten¢do dos compostos cuticulares de 4. ynca utilizamos o método de extracao
por solvente. Para isso, os insetos foram inicialmente congelados por dez minutos, e entdo
colocados em um vial (4 mL) no qual posteriormente foram imersos individualmente em
solvente (hexano) em quantidade suficiente para cobri-los. Esses foram mantidos imersos por
um periodo de cinco minutos e, em seguida, os extratos foram concentrados a 800 uL e
armazenados para posteriores analises quimicas (FONSECA; ZARBIN, 2009; ZARBIN et al.,
1999).
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4.5 BIOENSAIOS DE OLFATOMETRIA DE DUPLA-ESCOLHA

A resposta comportamental aos extratos naturais e aos padrdes sintéticos foi observada
utilizando-se um olfatémetro tipo Y (4,5 d.i. x 40 cm), com dois bragos de 20 cm e fluxo de ar
de 0,5 L min’!. As respostas comportamentais ao extrato natural de Montella sp. e as solugdes
de componentes de feromonios sintéticos (100 pg mL™! em hexano) foram conduzidas com um
numero suficiente de insetos, com até 30 respostas obtidas para cada sexo em cada experimento.
Nas extremidades dos bragos do olfatometro foram dispostos papéis de filtro (2 x 2 cm)
impregnados com 10 pL de solugdo como fontes de odores. Um inseto foi introduzido na base
do olfatdmetro e seu comportamento foi observado durante dez minutos. Foi considerada
resposta quando o inseto caminhou até uma fonte de odor e permaneceu no brago do olfatdmetro
por mais de dois minutos. Cada inseto foi testado apenas uma vez e a fonte de odor foi
substituida apds cada teste. O olfatdmetro foi invertido a cada cinco testes para evitar a

influéncia da posicao da luz.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As respostas dos machos e das fémeas ao composto sintético macho-especifico foram
analisadas pelo teste Qui-Quadrado (¥*) no software BioEstat (5.0). Os insetos que nio

escolheram nenhum dos bragos do olfatdmetro foram excluidos das analises estatisticas.

4.7 ANALISES QUIMICAS

As anélises de CG-EM foram realizadas em um espectrometro Shimadzu QP2010 Plus,
operando no modo de impacto de elétrons (70 eV), acoplado a um cromatdgrafo em fase gasosa
Shimadzu CG-2010. As amostras foram eluidas em uma coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm d.i. x
0,25 pm de espessura; Reste, Bellefonte, PA, EUA), a | mL min~ ! (He). A temperatura inicial
da coluna foi de 50 °C, mantida por dois minutos e aumentada em 7 °C por minuto até 270 °C,
permanecendo nessa temperatura por 20 minutos.

As andlises de CG-DIC foram realizadas em um cromatografo de fase gasosa Shimadzu
Nexis CG2030 e um cromatdgrafo de fase gasosa Shimadzu CG-2010. As colunas capilares
utilizadas foram: Beta Dex™ 325 (0,25, 0,25 mm x 30 m; Supelco, a fase estacionaria quiral

composta por 2,3-di-O-metil-6-O-TBDMS-B-ciclodextrina), RTX-WAX (30 m X 0,25 mm d.i.
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X 0,25 um de espessura de filme; Restek) e FACTOR FOUR VF-23ms (30 m X 0,25 mm d.i.
X 0,25 um de espessura de filme; Agilent). As analises foram realizadas com utiliza¢ao do hélio
como gas de arraste e diferentes programagdes de temperatura.

As andlises de CG-IVTF foram realizadas em um cromatografo em fase gasosa
Shimadzu GC-2010 acoplado a um sistema de deteccdo DiscovIR-GC (Spectra Analysis). O
modo de inje¢do, o gas transportador e o programa de temperatura foram os mesmos descritos
para a andlise CG-EM. As amostras foram eluidas em uma coluna RTX-5 (30 m % 0.25 mm d.i
x 0.25 um de espessura; J & W Scientific; Folsom, CA)a 1 mL min~! Também foram realizadas
analises FTIR em um espectrofotdmetro Bruker Vertex 70v®. Os dados foram obtidos por
pastilhas de KBr, com equipamento operando no modo de transmitancia, com resolugao de 4
cm’!, 32 scans e faixa espectral de 4000 a 400 cm™'. Os espectros obtidos em ambas anélises
foram processados pelo software OriginPro 9.0.

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos em um espectrometro Bruker
ARX200® operando a 200 e 50 MHz, respectivamente. O solvente utilizado foi cloroférmio
deuterado (CDCIl3) com o trimetilsilano (TMS) como padrdo interno. Os deslocamentos
quimicos (0) sao expressos em ppm. Para indicar a multiplicidade dos sinais, foram adotadas
as seguintes abreviacdes: s (simpleto); d (dupleto); dt (duplo tripleto); t (tripleto); m
(multipleto).

4.8 DETERMINACAO DOS INDICES DE RETENCAO

Os indices de retengdo foram determinados em relagdo aos tempos de retencdo dos n-

alcanos (Cio a Ca6) analisados nas mesmas condigoes (MARQUES etz al., 2000).

4.9 MICRODERIVATIZACAO

4.9.1 Adicado de 4-metil-1,2,4-triazolina-3,5-diona (MTAD) a dienos conjugados
(ATTYGALLE, 1998)

Uma solugdo estoque foi preparada adicionando 4-metil-1,2,4-triazolina-3,5-diona
(MTAD, 4 mg) em diclorometano (DCM, 4 mL), com concentragdo final de 1% (m/v). Em
seguida, 50 uL de extrato foram concentrados para 10 pL e adicionados a um vial de fundo
conico (200 uL) contendo 2 pL de solugao de MTAD previamente preparada. Apos dez minutos

em repouso, a amostra foi analisada por GC-MS (ATTYGALLE, 1998).
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4.9.2 Reducao com hidreto de litio e aluminio (LiAIH4) (ATTYGALLE, 1998)

O extrato (50 pL) foi tratado com 5 pL. de uma solucao de LiAlH4 em éter seco durante
aproximadamente um minuto. Em seguida foi adicionada dgua e o produto foi extraido com

éter. A solucgao etérea foi lavada com solugao saturada de NaCl e secada com Na>SOj4 anidro.

4.9.3 Obtencao do esqueleto basico de carbono a partir de uma cetona (ATTYGALLE, 1998)

O extrato contendo a cetona natural (100 pL) foi concentrado e adicionado a uma
solucao de ~ 0,5 mg de tosilhidrazina em 500 pL de metanol. A mistura foi aquecida a 40 °C
por 48 horas. Em seguida, a mistura foi resfriada em temperatura ambiente (~ 25 °C) e o
solvente foi removido. O residuo foi dissolvido em éter etilico e reduzido com 10 pL da solugdo
de LiAlH4 em éter etilico seco e agitado por cinco minutos, conforme procedimento apresentado

no Subtdpico 4.9.2.

4.9.4 Formagao de acetatos a partir de alcoois

Ao extrato natural contendo o alcool obtido a partir da reducdo com LiAlIH4 (50 puL) em
hexano foram adicionados 5 pL de anidrido acético e 5 pL de piridina. A reacdo foi mantida
sob agitagdo por 12 horas. Em seguida foram adicionados 10 pL de solugdo 5% de CuSO4e 10

uL de solugdo saturada de NaCl e a fase organica foi extraido com hexano.

4.10 SINTESES

4.10.1 Método de preparo do clorocromato de piridinio (PCC) (TOJO; MARCOS
FERNANDEZ, 2006)

A uma solugio de HCI (6 mol L, 55,2 mL) sob agitagio magnética foi adicionado
oxido de cromo VI (CrO3) (0,3 mol, 30 g). Apds cinco minutos a solucdo foi resfriada a 0 °C,
e lentamente foi adicionada piridina (0,3 mol, 24,2 mL) no periodo de 30 minutos. O so6lido foi

filtrado a vacuo em funil de Biichner durante uma hora.
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4.10.2 Método de preparo do reagente de Jones (TOJO; MARCOS FERNANDEZ, 2006)

Dissolveu-se 0xido de cromo VI (CrOs) (3,5 g, 35 mmol) em agua destilada (5 mL). A
solucdo foi colocada em banho de gelo e mantida sob agitagdo magnética. Apos dez minutos
foi adicionado 4cido sulfurico concentrado (3 mL, 55 mmol) dissolvido em 4gua destilada (10

mL). A mistura foi agitada por mais dez minutos.

4.10.3 Método de preparo do 10-bromodecan-1-ol (26) (CHONG et al., 2000)

A um baldo de fundo redondo equipado com um sistema de coleta Dean-Stark, foram
adicionados HBr 48% (1,5 mL) a mistura de 1,10-decanonodiol (25) (2,0 g, 11,47 mmol) e
tolueno (30 mL), sob agitacdo magnética. A mistura foi agitada em refluxo por um periodo de
seis horas. A reagao foi acompanhada por analise em CCD. Apo6s o periodo de refluxo ainda
era verificada a presenca do diol (25) no meio reacional. Acrescentou-se entdo mais 0,4 mL de
HBr 48% ao baldo, submetendo-se ao refluxo por seis horas adicionais. Apos o término da
reacdo, a mistura foi dissolvida em acetato de etila, lavada com solu¢io aquosa de NaOH (1 M)
e solucdo saturada de NaCl. Secou-se a amostra com NaSOj4 anidro ¢ o solvente foi removido
sob pressao reduzida. O produto (26) (2,303 g, 9,8 mmol) foi purificado em coluna

cromatografica (8:2 hexano/acetato de etila) e obtido com 85% de rendimento.

TH RMN (200 MHz, CDCl3) 8: 3,64 (t,J = 6,7 Hz, 2H, H-1); 3,41 (t,J= 7,0 Hz, 2H, H-
10); 1,85 (quint, J = 7,0 Hz, 2H, H-9); 1,57 (quint, J = 7,0 Hz, 2H, H-2); 1,30 (m,11H).

13C RMN (50 MHz, CDCl3) 8: 63,0; 34,0; 32,7; 32,7, 29,4; 29.3; 29.3; 28,7; 28,1; 25,7.

EM: m/z (%): 41 (54); 55,05 (100%); 69,05 (68); 83,10 (73); 97,10 (34); 109 (5); 135
(34); 137 (32); 149 (8); 151 (7); 163 (10); 165 (9); 177 (7); 179 (7); 218/220 (1).

IV (ZnSe) v/ em™: 1059; 1215; 1466; 2852; 2919; 3283.

4.10.4 Método de preparo do 2-(10-bromodeciloxi)-tetraidro-2H-pirano (27) (HERRER