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ABSTRACT

The present work investigates the evidences of the cairomonal interaction
between the coffee’s insect, Hypothenemus hampei, and the conillon coffee, Coffea
canephora, through characterization of the extant volatile compounds at the coffee’s
bean. Afterwards, biological experiments were made in order to point out the

attractiveness between some substances of the coffee and the insect.

The volatile compounds of conillon coffee berry were collected by dynamic
headspace technique and analyzed in a gas chromatograph/mass spectrometer. In
this first stage of analysis was emphasized the qualitative aspect of the volatile’s

composition.

It was verified the presence of some characterized substances by first time in
the coffee’s berry, among them: benzilic alcohol, benzaldehyde, 2-phenylethanol and
2-hexenal. In addition, berry’s acquaintance compounds were identified, they are: 2-

heptanone, 2-heptyl acetate, methyl salicylate and ethyl salicylate.

Besides, a study of new matrixes was realized to the liberation of the volatile

compounds that, in future, will relieve in the insect’s infestation control in the farming.
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RESUMO

O presente trabalho vem investigar os indicios da interacdo cairomonal entre a
broca-do-café, Hypothenemus hampei, e o café conillon, Coffea canephora
(Variedade robusta, Linden), por meio da caracterizacdo dos volateis existentes nos
grédos de café. Posteriormente foram realizados ensaios bioldégicos que visaram

mostrar a atratividade entre algumas substancias do café e a praga.

As substancias volateis do fruto foram coletadas pela técnica de “headspace”
dindmico e analisados por cromatografia em fase gasosa/espectrometria de massas.
Neste primeiro estagio de andlise enfatizou-se o aspecto qualitativo da composic¢ao
dos volateis.

Verificou-se a presenca de algumas substancias caracterizadas pela primeira
vez no fruto do café, sendo elas: o alcool benzilico, o benzaldeido, o 2-feniletanol e o
2-hexenal. Em adicdo, também foram identificados compostos ja conhecidos no
fruto, como por exemplo: a 2-heptanona, o acetato de 2-heptila, o salicilato de metila

e o salicilato de etila.

Além disso, foi realizado um estudo de novas matrizes para a liberacao dos
volateis que futuramente podera auxiliar no monitoramento da infestacdo da praga

nas lavouras.
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1. INTRODUCAO

A importancia do café na economia mundial € indiscutivel. O Café é
fundamental para a economia e a politica de muitos paises em desenvolvimento.
Seu cultivo, processamento, comercializacdo, transporte e mercado proporcionam

milhdes de empregos em todo o mundo.

Conforme dados da Organizacgéo Internacional do Café, existem cerca de 70
paises produtores do grdo no mundo. Essa multiplicidade de produtores deve-se a
extensa faixa apta a producdo do cafeeiro. Os principais paises produtores
concentram-se na América do Sul (Brasil e Colémbia), América Central (Costa Rica)
e Asia (Vietnd). Estes sdo responsaveis por cerca de 80% da producdo mundial.

(http://www.pr.gov.br/iapar/café/m&prodcons.html)

A importancia da produgdo de café para o pais comecou desde a época do
Império. A cultura foi inserida no Brasil em 1727, ocorrendo as primeiras exportagdes
em 1731/32, que se tornaram expressivas a partir de 1802 (Camargo, 1953). Apesar
da diminuicdo da participacdo nas exportacdes ao longo do tempo, especialmente
devido a grande diversificagdo dos produtos exportados, o café constitui-se, ainda

hoje, num item importante entre estes produtos.

A primeira estimativa realizada pela Companhia Nacional de Abastecimento
(Conab) para a safra de café 2005/2006 indica uma producéao entre 30,7 e 33,0
milhdes de sacas (de 60 quilos cada). Os numeros sdo menores que 0s apurados na
safra 2004/2005, que foram de 38,6 milhGes de sacas, 0 que representa uma queda
de cerca de 5,6 milhbes de sacas do grao, ou uma reducdo de 14,5% devido ao

longo periodo de estiagem (http://www.conab.gov.br.html).

A broca-do-café, Hypothenemus hampei [FERRARI, 1867]' (Coleoptera:
Scolytidae), é considerada uma das mais importantes pragas da cultura do cafeeiro,
atacando frutos de café em qualquer estagio de maturacdo, de verdes até maduros
(cerejas) ou secos (Souza & Reis, 1993). Esta praga é de origem africana e foi
reportada pela primeira vez no Brasil no ano de 1913, no municipio de Campinas,

estado de Sdo Paulo (Benassi e Carvalho,1989).

! Responsavel pela classificacdo desta praga.
10



Monografia — Alexandra Gomes Siqueira — 2005

Na Natureza, a existéncia dos individuos esta intimamente ligada aos modos
de sinalizacdo. A sinalizacdo tatil, visual, auditiva e quimica sdao os meios de

comunicacdo amplamente empregados para a sobrevivéncia de todas as espécies.

No caso dos insetos, a utilizacdo dos odores € fator determinante no seu ciclo
de vida. Logo, a organizacdo das atividades sociais e diversos outros
comportamentos sao determinados pela presenca de odores. Neste ponto de vista, 0
olfato é fundamental na localizacdo de presas, na defesa, na agressividade, na
selecao de plantas hospedeiras, na escolha de locais para ovoposi¢cao e em muitas
outras situacdes (Vilela e Della Lucia, 2001).

Esta utilizacdo de odores para a sobrevivéncia é uma maneira de
comunicacdo quimica entre os individuos, vivos ou néo vivos, que ocorre de forma

elementar para a transferéncia de informacdes.

O conhecimento destas mensagens quimicas denominadas semioquimicos?,
cujo significado é “sinais quimicos”, podem ajudar a controlar a interacdo quimica
entre emissores e receptores. Através dos semioquimicos se tenta esclarecer este
modo de comunicacdo em todos os aspectos, desde a participacdo dos compostos
quimicos até a forma com que 0os mesmos sao transmitidos e receptados (Ferreira et
al., 2001).

A utilizacdo do termo semioquimico ndo se refere apenas as substancias
quimicas que liberadas por um determinado organismo provoque uma mudanca
comportamental em outro organismo, mas também inclui as substancias que

provocam uma mudanca fisiologica (Vilela e Della Lucia, 2001).

A acdo destas substancias podem ser intra-especifica ou interespecifica,
denominados de feromdnios ou aleloquimicos, respectivamente. Portanto, no caso
dos ferombnios acontece uma sinalizacdo quimica entre individuos de uma mesma
espécie e com os aleloquimicos ocorre o0 contrario, a sinalizacdo se da com
individuos de espécies diferentes (Ferreira et al., 2001). Assim sendo, os feromoénios
e os aleloquimicos sao considerados subcategorias dos semioquimicos. A
classificacdo dos feromonios e aleloquimicos ocorrem de acordo com o tipo de

comportamento que provocam.

2 Termo primeiramente usado por Nordlund & Lewis, 1976.
11
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Os feromdnios podem ser subdivididos em dois grupos: preparadores e
desencadeadores. Denominam-se um feroménio preparador os sinais que atuam de
forma prolongada na fisiologia e desenvolvimento dos insetos. JA o feroménio
desencadeador emite sinais que acarretam em mudangca imediata de
comportamento. Assim, este ultimo, pode atuar como atraente sexual, incentivar o
comportamento de agregacao, alarme, dispersdo, ser marcador de trilhas e territério,

entre outros.

Considerando os aleloquimicos, ocorrem as subdivisdes em relagéo ao tipo de
individuo que esta sendo beneficiado na comunicagdo, tomando como base a
presenca de emissores e receptores desta sinalizacdo. Os aleloquimicos sé&o
agrupados da seguinte forma: alomdnio, cairomdnio, sinomoénio e apneumoénio. Os
aloménios sdo sinais quimicos que favorecem o emissor, consequentemente nao
favorecendo o receptor. Os cairomoénios, ao inverso dos alomonios, beneficiam
somente o receptor do sinal. Os sinomoénios beneficiam tanto o agente emissor como
0 receptor do sinal. E, por fim, os apneumdnios que se baseiam na liberacdo de
aleloquimicos por materiais em decomposi¢cdo e atraem, principalmente, insetos
coprofagos e saprofagos (Ferreira et al., 2001). Toda esta terminologia usada para a

classificacdo dos semioquimicos pode ser observada na Figura 1.

SEMIOQUIMICOS

FEROMONIOS ALELOQUIMICOS

PREPARADOR DESENCADEADOR Aloménio Sinom@nio
(Beneficia o emissor do sinal) (Beneficia o receptor € o emissor do Sinal)

Cairompnio Apneumanio
Sewl - - Agregaco (Beneficia o receptor do sinal) (Sinal emitido por material em decomposiio)

Tiha HH Alame

Disperséo — Teriterio

Figura 1: Classificacdo dos semioquimicos de acordo com o comportamento indicado (Ferreira et al., 2001).

12
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Neste trabalho, iremos abordar a interagcdo cairomonal entre a planta, Coffea
canephora — 0 emissor desta sinalizagcado quimica, e a praga, Hypothenemus hampei

— receptor e favorecido nesta comunicagao.

Os indicios existentes sobre a interacdo cairomonal entre o Hypothenemus
hampei e o Coffea canephora (GutierrezMartinez, 1996) propdem uma melhor
compreensao para as causas da preferéncia da praga pelos frutos do café.
Entretanto, até o0 momento, esta interacdo cairomonal ainda n&o foi devidamente

comprovada.

Os resultados encontrados neste trabalho poderdo ser utilizados no controle
desta e de outras pragas que possuem uma interacdo quimica semelhante. Da
mesma forma, podera ser util na cultura do café arabico, que € mais bem adaptado a

maiores altitudes, como em algumas areas de Itaperuna e cidades circunvizinhas.

O café conillon (Coffea canephora var. robusta, Linden) € a variedade de café
mais adaptada as baixas altitudes (até 700 m) e aos climas guentes. Logo, € o tipo
de cafeeiro mais adequado ao clima e relevo caracteristicos da regido de Campos

dos Goytacazes e algumas cidades vizinhas de baixas altitudes.

Benassi e Carvalho (1989) verificaram a preferéncia do ataque da praga em
Café arabica em relacdo ao Café conillon. Entretanto, os fatores climaticos,
principalmente as temperaturas mais elevadas, propiciam maior desenvolvimento
populacional (Souza e Reis, 1980) e, portanto, maior incidéncia da broca em café

conillon.

O inseto ataca os frutos de todas as espécies de café em diferentes estagios
de maturacdo. A devastacao tem origem através de um besouro preto que, na fase
adulta, mede cerca de 1,5-2,0 mm (Munoz, 1989). O dano ocasionado por adultos
dessa praga é caracterizado pela perfuracdo dos frutos e pelas galerias nas
sementes, onde colocam seus ovos. Ao eclodirem, as larvas se alimentam da

semente, 0 que contribui para o aumento dos prejuizos (Mora, 1991).

As perdas quantitativas, ou dano direto na producédo, decorrem da queda dos
frutos imaturos atacados pela broca-do-café, da destruicdo das sementes e pelas

sementes que se quebram no beneficiamento por estarem brocadas.

13
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Por outro lado as perdas qualitativas, ou dano indireto, decorrem de sementes
brocadas que mesmo quando ndo se quebram no beneficiamento contribuem para a
depreciagdo na qualidade da bebida (Batista, 1986). Também hé& favorecimento da
entrada de microrganismos que se desenvolvem quando as condi¢cdes sao
favoraveis, atingindo os graos e, consequentemente, alterando as propriedades do
café (Chalfoun et al., 1984). E importante ressaltar que pode ocorrer dano

significativo durante armazenagem, mesmo que por tempos curtos (Mora, 1991).

O controle da broca-do-café tem sido objeto de grandes esforcos em todo o
mundo. Uma das alternativas € a utilizacdo de inimigos naturais. O Brasil, inclusive,
foi pioneiro na tentativa de controlar biologicamente essa praga. Entretanto, este
método vem demonstrando ndo ser satisfatorio pela quantidade de efeitos colaterais
acarretados pelo desequilibrio no ecossistema, visto a complexidade de se introduzir
um organismo diferente do habitat natural (Barrera, 1990)

A forma de controle mais amplamente utilizada é o uso de defensivos
agricolas, embora seja muito dificil controlar a broca pela aspersao, ja que a maior
parte do ciclo de vida da praga se passa dentro do fruto. Por isto, os defensivos
eficientes tém que agir por contato e ter um tempo de meia-vida grande. Todavia,
esta € a alternativa de controle mais viavel economicamente e de logistica mais
simples. O agroquimico clorado Endossulfan e seus analogos comerciais Endocide,
Thiodan, Malix, Endossulfol ou Cyclodan (Brun et al., 1989, 1990 e 1994) sédo os
mais efetivos. O nome cientifico do Endossulfan € sulfito de 1,2,3,4,7,7-
hexaclorobiciclo [2.2.1] hep-2-teno-5,6-bisidroximetila (Figura 2).

cl Cl
Cl

Cl g e %O

Figura 2: Estrutura do defensivo agricola Endossulfan.

Este defensivo agricola é extremamente toxico e com dificil degradacdo no

meio ambiente, tendo sido banido e/ou severamente restringido em diversos paises.

14
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Um problema ainda mais grave é o surgimento de brocas com resisténcia
acentuada aos inseticidas Endossulfan como foi descrito por Brun e colaboradores
em 1989, 1990 e 1994.

Neste quadro geral, a utilizacdo de semioquimicos como alternativa no
controle da broca-do-café € uma proposta em potencial para a diminui¢cdo do uso dos

defensivos agricolas e para a preservacdo do meio ambiente.

15
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2. OBJETIVOS

A proposta deste trabalho é colaborar para o esclarecimento da interacao
cairomonal entre o Coffea canephora (café conillon, variedade robusta, Linden) e a

broca-do-café.
Caracterizar os volateis presentes no aroma das cerejas do café conillon.

Realizar ensaios biologicos de atratividade de alguns volateis caracterizados

frente a broca-do-café.

Desenvolver uma matriz semi-sélida para a liberacdo controlada de volateis

adequada para 0 uso no campo.

16



Monografia — Alexandra Gomes Siqueira — 2005

3. MATERIAIS, METODOLOGIAS E TECNICAS

3.1 - Identificagdo das substancias volateis

As substancias volateis presentes no Coffea canephora foram determinadas
qualitativamente através da técnica de “headspace” dinamico (Figura 3) e a
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas para a determinagao
estrutural (Helmig e Greenberg, 1994 e Kok et al., 1996).

} Resina

Ar

Ulosténco

Figura 3: Aparato para o “headspace” dindmico.

Utilizou-se para a absor¢cdo dos compostos as seguintes fases estacionarias:
XAD-2%, um polimero de poliestireno, e a Supelpack 2® que também é um polimero

de poliestireno, entretanto com uma maior pureza (Mathieu, 1998).

Apos um periodo de 24 horas de aeracéo, a fase sélida foi retirada do aparato
e lavada com diclorometano com alto grau de pureza. As fragbes obtidas por esta
técnica foram submetidas as analises por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas. Os resultados seréo discutidos posteriormente.

17
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Nas analises cromatograficas utilizou-se o aparelho GCMS/QP5050A,
operando com o software Class 5000 versdo 2.23. Durante a analise usou-se a
cromatografia gas/ liquido, sendo a fase mével o gas Hélio (atuando sob uma vazéo
de 31 mL/min) e a fase estacionaria o texasilano espalhado na silica, em uma coluna
DB-5.

3.2 - Sintese das substancias identificadas

Neste trabalho, fez-se necesséario sintetizar algumas substancias
caracterizadas para que fossem realizados 0s ensaios biolégicos, no intuito de
verificar suas respectivas atratividade e/ ou repulsdo em relacdo a praga. As
substancias sintetizadas foram: o acetato de 2-heptila e o salicilato de etila, pois

estas ndo sao comercializaveis.

A sintese do acetato de 2-heptila foi realizada em duas etapas. Primeiro
realizamos a reducdo da 2-heptanona ao &lcool 2-heptanol, pelo hidreto de litio e
aluminio (LiAlH4). Obteve-se o0 acetato de 2-heptila por meio da acilacdo do 2-

heptanol com o anidrido acético.

O salicilato de etila foi sintetizado a partir da esterificacdo do acido salicilico
em presenca do alcool etilico, sendo que o &cido sulfurico concentrado foi usado

como catalisador.

O processo da sintese destas substancias foi realizado segundo bibliografia
recomendada (Soares et al., 1988). A caracterizacdo dessas substancias
sintetizadas foi realizada através da analise dos resultados obtidos nos espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C, Espectrometria de Massa e

Infravermelho.

3.3 - Ensaios bioldgicos

Uma vez identificadas as substancias volateis do fruto do café, realizaram-se
ensaios biolégicos com as de origem sintética (acetato de 2-heptila e salicilato de
etila) ou comercial (alcool benzilico, benzaldeido, 2-feniletanol, 2-hexenal,

2-heptanona e salicilato de metila).

O intuito dos ensaios foi detectar quais eram as substancias responsaveis pela
atividade comportamental da praga, ou seja, quais delas geram uma efetiva

18
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atratividade e/ou repulsdo. Almejando, desta forma, meios para elucidar a complexa

relacdo praga x planta.

Os ensaios comportamentais com H. hampei foram realizados num
olfatbmetro em “Y” (Figura 4), onde foi verificada a atratividade destas substancias
isoladamente e em algumas misturas das substancias isoladas em metanol/ etanol
(3:1).

Figura 4: Olfatbmetro em “Y”

O olfatbmetro em *Y” consiste num tubo de vidro bifurcado que opera
horizontalmente e a corrente de ar € produzida por um compressor de ar. Suas
dimensdes sédo de aproximadamente 70 cm de comprimento, 50 cm de profundidade
e 5 cm de didametro. O ar que opera no olfatdbmetro foi purificado por meio de um filtro
de carvéo ativado, sendo também a umidade do ar controlada.

O estimulo olfativo, as substancias identificadas diluidas em metanol/etanol
(3:1), foi colocado no final de um dos lados da bifurcacdo e o controle (estimulo
comparativo), que foi uma mistura de metanol/etanol (3:1) (Mora, 1991), colocado no
outro lado da bifurcacdo. 1uL de cada estimulo foi colocado num fruto simulado de
algodao. A praga foi liberada no brago maior e a sua resposta final ocorreu quando o

inseto deslocou-se para um dos bragos menores contendo um dos estimulos.

Nos testes realizados no olfatdbmetro testou-se 40 fémeas fecundadas criadas

em dieta artificial desenvolvida por Villacorta e Barrera (1993). Foram escolhidas as
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fémeas para os bioensaios por causa das mesmas serem responsaveis pela

infestacdo do fruto, onde perfuram e colocam seus ovos.

Os bioensaios foram realizados numa sala escura, ou seja, possuindo as
paredes escuras e com pouca luminosidade para que as cores néao interferissem na

escolha da praga, entre 15 e 18 h — maior horario de atividade da praga.

A realizacdo destes ensaios aconteceu em conjunto com o Laboratorio de
Protecdo de Plantas — CCTA/UENF, sob a orientacdo do professor José Oscar

Gomes Lima.

3.4 - Estudo de matrizes para a liberacdo dos volateis

Segundo estudos anteriores, verificou-se um bom resultado na atragdo do H.
hampei por armadilhas baseadas em uma mistura de metanol/etanol (3:1) com taxa
de liberacdo de 60 mg.dia? (Mora, 1991). A partir deste pressuposto, tentou-se
desenvolver um gel constituido por alcool polivinilico / tetraborato de sodio /
metanol / etanol / &gua com o intuito de servir como matriz na liberacédo dos volateis

identificados.

Nesta matriz, pretende-se colocar as possiveis substancias e/ou misturas
atrativas a praga. Sendo, futuramente, plausivel a constru¢cdo de armadilhas que
possuam este atrativo com o intuito de auxiliar no controle e/ou monitoramento da

infestacdo das plantacdes pela broca.

O alcool polivinilico (Figura 5) é um polimero linear solivel em agua com a
cadeia carbbnica possuindo um padrdao predominante de grupos hidroxilas em

atomos de carbono alternados.

H H H H H H
PR SN B S O I N
N A

Figura 5: Estrutura do alcool polivinilico (Szafren et al., 1992).
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Espera-se que a estrutura reticulada deste gel dificulte a liberacdo das

substancias volateis presentes no meio: os alcoois e os demais atrativos.

Foram também realizadas compara¢des com diferentes concentracdes do
polimero (alcool polivinilico ou PVA) e do agente de reticulagéo (tetraborato de sodio
ou borax, NazB4O7) para que possa ser mantida uma taxa de perda de volateis

constante.

Realizaram-se trés ensaios diferentes partindo de diferentes concentragcdes
das solugdes constituintes da matriz, que podem ser observados, resumidamente, no

organograma que segue (Figura 6).

Gel 1: Razédo PVA / Bérax =10:3

1° Ensaio:

6% PVA / 6% Bdrax Gel 2: Razdo PVA / Bérax = 10:5

Gel 3: Razédo PVA / Bérax =10:7

Gel 1: Razdo PVA / Bérax =10:3

MATRIZ
DE 2° Ensaio:
PVA / BORAX 6% PVA / 5% Borax Gel 2: Razdo PVA / Bérax = 10:5

Gel 3: Razdo PVA / Bérax =10:7

Gel 1: Razdo PVA / Bérax =10:3

3° Ensaio:

6% PVA / 4,5% Borax Gel 2: Razéo PVA / Bérax = 10:5

il

Gel 3: Razdo PVA / Bérax =10:7

Figura 6: Ensaios realizados para a elaboracéo da matriz liberadora de volateis
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 - Caracterizacdo dos volateis

Algumas substancias volateis foram caracterizadas pela primeira vez no fruto
do café. Estas substancias sado as seguintes: alcool benzilico (1), benzaldeido (2),
2-feniletanol (3) e 2-hexenal (4). Também encontramos substancias anteriormente
descritas (Mathieu, 1996 e 1998) como: a 2-heptanona (5), o acetato de 2-heptila (6),
o salicilato de metila (7) e o salicilato de etila (8). Todas as estruturas destas

substéancias citadas acima podem ser observadas na Figura 7.

& 6 &

3 4

o Ox O Osx O~
? )J\O HO HO

5 6 7 8
Figura 7: Substancias Isoladas

O fragmentograma adquirido para o alcool benzilico pode ser observado

abaixo.

10
ol an Lol I ZEM L eme aea e e e
100 =0

Figura 8: Fragmentograma do alcool benzilico (1)
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A estrutura do éalcool benzilico, bem como as demais substancias
identificadas, foi sugerida pela comparacdo com o banco de dados dos programas
NIST 21 e 107 do aparelho GCMS/QP5050A. A nossa analise do fragmentograma
corrobora esta sugestdo. Na Figura 9 sugere-se uma sequéncia de mecanismos para

0 aparecimento dos cincos picos principais observados no respectivo
fragmentograma.

5
Kﬁ@ @
@ - CLH
-co 2H2 |

m/z =108 m/z =105 m/z=77 m/z = 51
H @ OH
H
_O0 H
@
m/z =107
-CO
H‘H
m/z=79

Figura 9: Mecanismo sugerido para o alcool benzilico (1)

A estrutura do benzaldeido pode ser confirmada pelo seguinte

fragmentograma (Figura 10) e o0 seu respectivo mecanismo de fragmentacao
proposto na Figura 11.

Gl

105

105

14a4=
| 1 =0 A5 157 179 2032 =14 Soes
o PO T

=] =00
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Figura 10: Fragmentograma do benzaldeido (2)

@ -
H O.
ik @
®
—CO @ - CoH> | |
m/z = 106 m/z = 105 m/z =77 m/z = 51

Figura 11: Mecanismo sugerido para a fragmentacéo do benzaldeido (2)

A identificagdo da substancia (3), 2-feniletanol, se deu através do
fragmentograma abaixo (Figura 12).

=1
==
=i
1==
=11 P
=] |||||||..I| I||||.| II||I|I I |. £, 52 Al 135 119 L. 155 157 =0=
a1 oOo; p=d | |
Figura 12: Fragmentograma do 2-feniletanol (3)
O mecanismo sugerido para a fragmentacdo do 2-feniletanol esta descrito na
Figura 13.
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D.

OH @
@
——— —_—
m/z =122 m/z = 91 m/z = 65
@ ¥
(__|o - [cH20] H
H H

m/z =92
Figura 13: Mecanismo sugerido para a fragmentacéo do 2-feniletanol (3)

A confirmacéo do 2-hexenal pode ser observada pelo fragmentograma
descrito a seguir (Figura 14) e respectiva sugestdo para o mecanismo de

fragmentacao pode ser verificada na Figura 15.

=" =7

L= |||| il |.I||I|_| |.|I|l|. ||. L, 1= 1== aa= A== a=EO 191 ="
a1 =0

Figura 14: Fragmentograma do 2-hexenal (4)
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@
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\O/
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Figura 15: Mecanismo sugerido para a fragmentacdo do 2-hexenal (4)

O cromatograma da Figura 16 confirma a presenca de todas as substancias
identificadas que foram mencionadas anteriormente, com exce¢ado da substancia 6
(acetato de 2-heptila) que ndo apareceu neste cromatograma devido ao estagio de

maturacao do fruto.

K/\/\O Z/%
A~~~ é

AnE /éwz/ ES }jiv
3

U J M#WMWW* MM\EM,-MAAJLWNJL.mlm.amwwwL

5 Tempo (min) 10

Figura 16: Cromatograma obtido com os volateis do café conillon.
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4.2 - Sintese das substancias identificadas

A sintese do salicilato de etila ocorreu por meio de uma esterificacdo do acido
salicilico com o alcool etilico. A reacéo foi catalisada pelo acido sulfarico concentrado
em presenca de 1,2-dicloroetano e esta descrita abaixo (Reagao 1).

O
N O\/
/\ C2H4C|2 OH
OH HZSO4 + H,O

Reacdo 1: Obtencéo do salicilato de etila.

O procedimento utilizado nesta sintese esta descrito abaixo.

o Sintese do salicilato de etila:

e Em um baldo de 100 mL, adicionaram-se 15 mL de etanol, 37
mL de 1,2-dicloroetano, 17 g de acido salicilico e 2 mL de acido
sulfirico concentrado. Colocou-se um bastdo magnético e, sob
agitacdo, aqueceu-se a mistura em refluxo por 8 horas.

e A mistura do baldo foi entdo transferida para um funil de
decantacéo e a fase organica foi separada.

e A fase organica foi lavada com &gua, depois com uma
solucdo de bicarbonato de sédio 10% e novamente com agua. Foi
usado posteriormente, sulfato de sddio anidro para secar a solucéo.

e A seguir, a solugao foi filtrada e transferida para um baldo de
150 mL, onde o 1,2-dicloroetano foi destilado.

e O residuo foi transferido para um baldo de 50 mL sendo

novamente destilado com a utilizagdo de um condensador a ar.

ApOGs o término da reacgédo, foi necessario retirar o excesso de agua com o
sulfato de magnésio anidro. O solvente remanescente foi removido pela utilizacdo do

evaporador rotativo. Obteve-se nesta sintese o rendimento de 78%, apos purificacéo.
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A preparacdo do acetato de 2-heptila aconteceu em duas etapas. Primeiro,
realizou-se a reducdo da 2-heptanona a 2-heptanol utilizando-se o LiAlH42 como

agente redutor, como descrito na reacao 2.

H
LiAIH, /K/\/\
THF

Reacdo 2: Obtenc¢édo do 2-heptanol.

Os procedimentos utilizados nesta etapa podem ser verificados em seguida.

o Sintese do 2-heptanol:

e Em um baldo de 100 mL, sob atmosfera inerte, contendo 620
mg de hidreto de litio e aluminio em 30 mL de THF (tetrahidrofurano)
anidro, adicionou-se uma solucéo de 7,3 mL de 2-heptanona com 7 mL
de THF sob agitacéo.

e O refluxo foi mantido por 3 horas. A reacdo demonstrou-se
bastante exotérmica. Apds este periodo a reacdo foi resfriada a
temperatura ambiente e, em seguida, foi adicionada agua lentamente.

¢ Resfriou-se a solucéo até que o gas Ho ndo evoluisse mais e,
ao final, adicionou-se uma solucdo aquosa de H2SO4 10% até que o

precipitado de hidroxido de aluminio dissolvesse. Nesta etapa verificou-
se um pH igual a 3.

e A mistura do baldo foi entdo transferida para um funil de
decantacdo e as fases foram separadas. A fase aquosa foi saturada

com NaCl e extraida com éter.

Nesta reacdo, o produto obtido ndo foi o desejado e foi possivel notar que
junto ao 2-heptanol havia a presenca de uma quantidade significativa de impurezas.
Diante desta situacdo, foi necessario realizar alguns procedimentos extras como
segue descrito.

e O produto obtido foi colocado, novamente, em refluxo com
780 mg de hidreto de litio e aluminio em 30 mL de THF de um dia para

outro.
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e ApOs a retirada do refluxo e a reagdo chegar a temperatura
ambiente, foi adicionado a mistura reacional uma solucédo aquosa de
NaOH 15% lentamente e sob agitacdo constante até a formacdo do
precipitado.

e Posteriormente, a solugao foi decantada e transferida para
uma ampola de separacao, onde foi lavada com uma solucéo de cloreto
de amodnio saturada e com agua, respectivamente. Em seguida, a
mistura reacional foi seca com sulfato de sodio anidro e levada ao

evaporador rotativo.

Na segunda etapa, realizou-se a acilagdo do 2-heptanol com anidrido acético,

como pode ser observado na reacéo 3.
H ﬁ
H2§04
+ o + AcOH
Reacao 3: Obtenc¢éo do acetato de 2-heptila.

O procedimento segue descrito abaixo.

o Sintese do acetato de 2-heptila:

e Em um baldo de 100 mL, colocaram-se 9,90 mL de 2-heptanol,
17 mL de anidrido acético, 2 mL de &cido sulflrico concentrado e alguns
fragmentos de porcelana porosa. Adaptou-se condensador para refluxo e
agueceu-se, até a ebulicdo, por 2 horas.

e Verteu-se a mistura sobre 70 mL de agua, contidos em funil de

separacao.
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e Separou-se a camada aquosa e lavou-se o éster com cerca de
20 mL de &gua, com 6 mL de solucdo aquosa saturada de bicarbonato

de sodio e com 10 mL de agua.

e Secou-se 0 éster com cloreto de calcio anidro, filtrou a solugéo

para um baldo de 50 mL e, por fim, realizou-se a destilacéo e purificacao.

Obteve-se nesta sintese um rendimento de 54%, apoés purificacdo. Tanto o
salicilato de etila quanto o acetato de 2-heptila foram caracterizados por EM, 1V,
RMN- 13C e 'H.

4.3 - Ensaios bioldgicos

Estudos anteriores (Mora, 1991 e Mathieu, 1998) constataram atratividade nas
concentracbes de 0,5%, 1,0% e 2,0% para as solugbes das substancias ja
conhecidas. Deste modo, realizaram-se 0s ensaios biolégicos de atratividade

utilizando-se as concentracdes supracitadas.

Dentre todas as sustancias encontradas, a que gerou maior atratividade foi o
benzaldeido, que registrou um aumento de 30% na atratividade. As concentracdes
de benzaldeido utilizadas foram: 0,5%; 1,0% e 2,0%. As variagbes das
concentracbes nao demonstraram diferencas significativas nas atratividades.
Testaram-se também as substancias (4), (5) e (7) (Figura 6 na pagina 21) em

diferentes concentracoes.

Todas as respostas, demonstradas na Tabela 1, evidenciaram um aumento da
atratividade. As respostas olfativas da broca foram evidenciadas pela mudanca de

comportamento do inseto ao interceptar o fluxo de odor.

Tabela 1: Respostas olfativas do Hypothenemus hampei a volateis extraidos do gréo de café.

Substancias % de resposta positiva
A. Metanol + etanol (3:1) controle 49,50
B. 2-hexenal (2%) 80,95
C. 2-hexenal (1%) 82,00
D. 2-hexenal (0,5 %) 80,00
E. Salicilato de metila (1%) 67,5
F. 2-heptanona (1%) 76,9
G. 2-heptanona (0,5%) 77,5
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Os testes realizados demonstraram uma resposta mais acentuada para a
atratividade do 2-hexenal (2%, 1% e 0,5%) e 2-heptanona (1% e 0,5%). Os
resultados desses testes, de uma maneira geral, podem ser melhor observados no

grafico que segue.

Porcentagem de individuos que responderam positivamente

90,0+
80,0 | : ; ;
70,01 ;
60,01
50,0+ 1
40,0
30,01
20,01
10,0+

0,0-

Porcentagem

A B C D E F G

Solugdes testadas

Grafico 1: Resposta positiva da broca aos estimulos olfativos

4.4 - Estudo de matrizes para liberacéo dos volateis

A matriz estudada nesta parte do trabalho, segundo estudos anteriores (Mora,
1991), deveria conter uma taxa de liberacdo dos &lcoois (Metanol/Etanol — 3:1)

estavel e definida em 60 mg.dia™.

A primeira dificuldade a ser enfrentada neste estudo foi a de fixar uma perda
de volateis em um valor constante. Uma outra dificuldade foi a de se obter uma
matriz que dificultasse a liberacdo destes &lcoois, até mesmo por esta ser uma taxa

de liberacdo muito baixa.

Nesta perspectiva, a elaboracdo de um gel de PVA e boérax demonstrou

favorecer esta intencao, pois a formacgao desta matriz ocorre pelas ligacdes cruzadas
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gue sao geradas pelo contato de duas cadeias de PVA com os ions B(OH)4 (Reacéo
4).

& & ",
H.C HaC CH,
H N H \c O O—C—H
—C—OH —C— —C—
/ ] /e
2 H,C + B(OH), =—= HG /B\ CH, + 4H,0
H— C—OH H—C—O0O  O—C—H
H C/ \CH
H,C
, T, &

Reac&o 4: lon tetraborato formando ligacdes cruzadas entre duas cadeias de PVA (Szafren et al., 1992).

Neste estudo testamos experimentalmente a estabilidade, a taxa de
deformacédo e a taxa de liberacdo dos alcoois no gel (ou matriz) composto por alcool

polivinilico (PVA) e boérax (tetraborato de sodio).

A estabilidade e a taxa de deformacédo foram verificadas de maneira
qualitativa. Verificou-se a estabilidade do gel observando seu aspecto fisico e a
durabilidade do mesmo. Ja a taxa de deformacédo da matriz foi medida pelo tempo
em que o gel, em uma forma esférica, demorou a assumir o formato do recipiente em

gue aconteceu a analise.

A taxa de liberacdo dos alcoois foi determinada em conjunto com a perda de
massa, sendo esta observada em diferentes concentragdes. Entretanto, como esta
perda inclui todos os volateis presentes no gel, foi necessario distinguir a perda de
agua e a perda dos alcoois. Partindo das respectivas propor¢cdes em volume de cada
andlise, considerou-se a densidade aproximadamente igual a 1 g.cm™ para o0s

solventes.

Nesta etapa do trabalho foram realizados trés ensaios da matriz composta
pela solucdo aquosa de PVA e solucdo alcoodlica (Metanol/Etanol — 3:1) de borax.
Utilizou-se a solucdo de PVA em seu limite de solubilidade (6%). Variou-se a
concentragdo da solugdo de bdrax por ser este o agente reticulante. Durante todos
0S ensaios manteve-se constante a temperatura, cerca de 25°C, e a umidade com a

presenca de ar condicionado.
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No primeiro ensaio, foi preparado o gel com a solucdo aquosa de PVA e
solucdo alcoodlica de bodrax, sendo ambas a 6%. A analise foi realizada num
recipiente cuja area foi de 12,57 cm? e usando-se amostras com as proporcdes
apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Propor¢6es em volume das amostras do 1°, 2° e 3° ensaios.

Proporcéo Proporcéo dos
Gel | das solucdes volateis
(PVA/Borax) |(HpoO/metanol/etanol)
1 10:3 10:2,25:0,75
2 10:5 10:3,75:1,25
3 10:7 10:5,25:1,75

A taxa de deformacgao verificada para a amostra 1 foi cerca de 1 hora e 20
minutos. No caso das amostras 2 e 3 ndo se obteve estabilidade em sua forma
fisica. Consequentemente, ndo foi possivel realizar o teste de deformacao, pois
estes ndo conseguiram assumir um formato esférico. J4 para a amostra 1 obteve-se

estabilidade em sua forma fisica por 3 dias.

Mediante os resultados obtidos na estabilidade e taxa de deformacéo para
este ensaio, foi observado a taxa de liberacédo dos alcoois na amostra 1. A perda dos

alcoois foi obtida considerando-se as propor¢cdes em volume de cada amostra.

Tomando como exemplo o Gel 1 do primeiro ensaio, mediu-se a perda de
massa na 12 hora de analise como 210 mg. Dividindo este valor por 13 (volume total)
e assumindo a densidade 1 g.cm para os solventes, como ja mencionado, obtém-se
um valor de 16,15 mg. Portanto, como neste gel existia uma proporcéo de alcool de
3:10 (3 em 10), confirmou-se uma perda de 48,45 mg para os alcoois nesta primeira
hora de andlise. Normalizando esta liberacdo de &lcoois, em termos da area do
recipiente em que ocorreu a analise, € possivel constatar uma perda de 3,85 mg.cm-
2.h'L. Este mesmo raciocinio foi sequido para achar a quantidade de perda de alcoois

nas outras horas de analise e em todas as outras amostras.

Os resultados obtidos para perda de massa e, consequentemente, a perda

dos alcoois pode ser verificada na Tabela 3.

Tabela 3: Perda de massas e dos alcoois do 1° ensaio
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Verificando-se o0s resultados obtidos através desta analise foi possivel

constatar uma

massa pouco

longo da medicao.

O segundo
realizado
aguosa de PVA 6%

alcoodlica de bodrax

com

TEMPO
(h)

O |N[OOA[WIN|F-

GEL 1
Perda de Massa Perda dos Alcoois
(mg) (mg.cm?)
210 3,85
140 2,57
300 5,51
220 4,04
140 2,57
160 2,94
180 3,30
170 3,12

perda de

constante ao

ensaio foi
solugéo
e solucéo

5%. Todas as

amostras foram analisadas com um recipiente contendo uma area de 11,98 cm? e

foram preparadas nas mesmas proporc¢oes do primeiro ensaio (Tabela 2).

As andlises realizadas com estas amostras determinaram uma melhor

estabilidade somente com o gel 1. Verificou-se a estabilidade da forma fisica para

esta amostra em cerca de 4 dias. Além disso, a medida da taxa de deformacéo

observada para a amostra 1 foi de aproximadamente 1 hora.

Mediante a melhor estabilidade da amostra 1, foi analisado a taxa de liberacao

dos alcoois através da perda de massa somente nesta amostra.

A partir da perda de massa medida, calculou-se a perda de alcoois no 2°.

ensaio seguindo 0 mesmo raciocinio descrito no ensaio anterior. Os dados obtidos

para a perda de massa e de alcoois podem ser observados no Tabela 4.

Tabela 4: Perda de massas e dos éalcoois do 2° ensaio.

TEMPO

GEL1
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(h) Perda de massa Perda dos Alcoois
(mg) (mg.cm?)

1 310 5,97

2 190 3,66

3 160 3,08

4 160 3,08

5 170 3,27

6 140 2,70

7 140 2,70

8 150 2,89

Observando os resultados € possivel verificar certa estabilizacdo na perda de
massa entre trés e quatro horas, porém esta perda ndo se manteve constante apos

este periodo.

Por fim, no terceiro ensaio realizado, utilizou-se uma matriz composta por PVA
6% e de borax 4,5%. A andlise foi realizada num recipiente cuja area foi de 9,07 cm?

para todas as proporc¢oes.

Realizou-se a comparacao da estabilidade, taxa de deformacg&o e perda de
massa em trés amostras com proporcdes de PVA / bérax iguais as mostradas na
Tabela 2.

O gel preparado a partir das solugdes de PVA 6% e borax 4,5% demonstrou
estabilidade em sua forma fisica por 4 dias em todas as amostras. A taxa de
deformacé&o para as trés proporc¢des neste ensaio foi estimada aproximadamente em

45 minutos para cada amostra em questao.

Os resultados para a perda de massa verificada e a perda dos alcoois podem

ser observados resumidamente na Tabela 5.

Tabela 5: Perda de massas e dos éalcoois do 3° ensaio.
GEL1 GEL 2 GEL 3
TEMPO
(h) Perda Perda Perda Perda Perda Perda
de Massa dos Alcoois de Massa dos Alcoois de Massa dos Alcoois
(mg) (mg.cm?) (mg) (mg.cm™) (mg) (mg.cm?)
| 1 230 5,85 270 9,92 310 14,07
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2 150 3,82 160 5,88 190 8,62
3 160 4,07 180 6,61 190 8,62
4 120 3,05 140 5,14 150 6,81
5 120 3,05 140 5,14 180 8,77
6 120 3,05 140 5,14 170 7,77
7 110 2,80 130 4,78 160 7,26
8 120 3,05 140 5,14 170 7,72
Os dados obtidos podem ser melhor comparados ao analisar o Gréafico 2 que
segue.
Determinacédo de Perda dos Alcodis em Funcao do Tempo
3° Ensaio
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E
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S

< 6
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1 3 5 7
Tempo (h)
Gel 1 Gel 2 Gel 3

Grafico 2: Matrizes formadas por PVA 6% / Bérax 4,5%.

Através da analise deste grafico € possivel verificar que, apdés 4 h de
preparacdo, houve certa constancia na perda dos alcoois. Entretanto, o melhor
resultado obtido foi para o Gel 1, sendo a taxa de perda de alcoois em torno de 3,05

mg.cm2.hL,

Ao confrontarmos os resultados de todos os géis nas propor¢des 10:3, nos
trés ensaios realizados, obtivemos as variacdes para a perda de &lcoois observadas

no grafico a seguir (Grafico 3).

Determinacédo de Perda dos Alcodis em Funcdo do Tempo
Comparacgao do Gel 1 entre os Ensaios
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Grafico 3: Comparacédo em relagdo ao Gel 1 dos trés ensaios.

Analisando estes resultados, percebe-se que a variacdo de perda de &lcoois
no segundo e terceiro ensaios é bem proxima. No caso, foi verificado certa
estabilidade no 2° Ensaio em uma taxa de 3,08 mg.cm=2.h"* enquanto que para o 3°

Ensaio constatou-se uma taxa mais constante em 3,05 mg.cm=2.h1.

Considerando este fato, nota-se que as melhores propriedades mecanicas e
taxas de liberacédo dos volateis mais homogéneas devem ser obtidas em um gel que

possua um grau de reticulacdo adequado entre diferentes cadeias.

Aparentemente uma maior propor¢ao de agente reticulante (bérax) em relacéo
ao polimero (PVA) leva a um grande grau de reticulacao entre poucas cadeias.

Ja uma concentracdo um pouco menor do agente reticulante em relacado ao
polimero leva a um grau de reticulacdo um pouco menor, entretanto atingindo um
namero maior de cadeias dos polimeros levando a géis mais rigidos. Portanto, a
diferenca no grau de reticulagdo proporciona diferentes taxas de liberagdes dos

volateis, como pode ser notado no Grafico 3.

Considerando como melhor resultado o gel 1 do 3° ensaio, € necessario fazer
uma analogia em termos da taxa de liberacdo de alcoois almejada. Inicialmente a
taxa de perda dos alcoois no Gel 1 seria em torno de 73,2 mg.cm™ ao dia (3,05
mg.cm2.h't, 24h.dia). O resultado alcancado foi 22% maior que a taxa desejada,

que segundo Mora é de 60 mg.dia®.

Esta etapa do trabalho esta longe do seu obijetivo final, visto que, fazer com
que uma matriz possua uma taxa de liberacdo de volateis constante mediante
situacdes diversas, como as condi¢cfes climaticas, € uma das maiores dificuldades

deste estudo.
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos até o momento demonstraram a existéncia da interagédo
cairomonal entre o café robusta (Coffea canephora) e a broca-do-café
(Hypothenemus hampei). Neste trabalho confirmamos que uma das fontes de

emissao dos volateis responsaveis pela atratividade é a cereja do café.

Foram detectadas pela primeira vez no fruto do café quatro substancias
volateis que anteriormente ndo foram descritas, sendo elas: o &lcool benzilico, o
benzaldeido, o 2-feniletanol e o 2-hexenal. Inclusive, uma destas substancias, o
benzaldeido, demonstrou uma atratividade maior em relacdo a todas as substancias
caracterizadas neste trabalho. Também houve marcada resposta as substancias 2-
hexenal (2,0; 1,0 e 0,5%) e 2-heptanona (1,0 e 0,5%).

Mediante o complexo mecanismo de interagcdo cairomonal existente entre a
planta e a praga, é necessaria uma maior elucidacdo do mesmo para que possa ser

estabelecida uma melhor compreensao desta relacéo.

Como a concentracdo e a taxa de liberacdo dos semioquimicos empregados
na matriz influenciam a atratividade da praga, ha uma enorme dificuldade em
estabelecer estes fatores, principalmente quando os relacionam com o0s aspectos

ambientais, como temperatura e umidade.

Os indicios encontrados no estudo das matrizes retratam um melhor
desempenho no gel constituido de PVA 6% e de boérax 4,5%, no qual foi verificada
uma boa estabilidade na sua forma fisica por quatro dias. Verifica-se também que a
liberacdo dos é&lcoois poderd ser controlada de acordo com a area do recipiente que
ser& colocado a matriz e o grau de reticulagéo do gel.

O trabalho realizado até o0 momento representa apenas um comeco de uma
longa jornada onde sera possivel compreender esta relagdo complexa entre o

Hypothenemus hampei e o Coffea canephora.
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