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RESUMO

SILVA, Alexsandro Araljo da, M. S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2001. Identificacdo de acetatos monoinsatur ados candidatos a feromonio
Sexual de Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae).
Orientador: Gulab Newandram Jham. Conselheiros. Paulo Afonso Viana e
Evaldo Ferreira Vilela.

Foi obtido o tempo de retencdo (t) e O espectro de massas em
cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas de 76 acetatos
lineares monoinsaturados (19 dodecenila, 23 tetradecenila, 22 hexadecenila e 12
octadecenila) em trés colunas capilares de fases estacionarias diferentes [DB-1
(apolar), Supelcowax-10 (polar) e SP 2340 (altamente polar)]. Os dados obtidos
foram utilizados na construcéo de um banco de dados no software do CG-EM, de
modo a verificar a presenca dos acetatos monoinsaturados em extratos bruto de
glandulas de E. lignosellus e P. sequax. A cromatografia gasosa-espectrometria
de massas (“CG-EM”) foi utilizada para a identificacdo dos acetatos, e
cromatografia gasosa-eletroantenografia (“CG-DEA”) para identificar as
substancias ativas, onde foi possivel identificar o acetato de (Z)-hexadec-11-enila
pela “CG-EM” e acetatos de (2)-tetradec-9-enila e (2)-hexadec-11-enila pela

“CG-DEA” gue se mostraram ativos a antenas de E. lignosellus.

Xi



ABSTRACT

SILVA, Alexsandro Araldjo da, M. S., Universidade Federal de Vigosa, April,
2001. Identification of monounsaturated acetates candidates the sex
pheromone from Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae). Adviser: Gulab Newandram Jham. Committee members. Paulo
Afonso Vianae Evaldo Ferreira Vilela

The retention times (tr) and the mass spectrum in gas chromatography
coupled to mass spectrometry were obtained for 76 linear monounsaturated
acetates (19 dodecenyl, 23 tetradecenyl, 22 hexadecenyl and 12 octadecenyl)
with three capillary columns of different stationary phases [DB-1 (non-polar),

Supelcowax-10 (polar) and SP 2340 (highly polar)]. The obtained data were used

in the construction of a database in the software of the GC-MS, in way to verify

the presence of monounsaturated acetates in rude extracts of glands of E.

lignosellus and P. sequax. The gas chromatography-mass spectrometry (GC-MYS)

was used for the identification of the acetates, and gas chromatography-
eletroantenography (GC-EAD) to identify the active substances, where was
possible to identify the (2)-hexadec-11-enyl acetate by GC-MS, the (2)-tetradec-
9-enyl and (Z)-hexadec-11-enyl acetates by CG-DEA, that were shown to be

active to antennas of E. lignosellus.

Xii



1. INTRODUCAO

O crescimento populacional nos paises em desenvolvimento e a fata de
acompanhamento proporcional na producdo agricola tém agravado a fome
mundial (PIMENTEL, 1985). Um dos principais fatores que contribuem para a
gueda no rendimento da producdo agricola é a existéncia de pragas (PIMENTEL,
1985). No Brasil, poucos sdo os estudos com a finalidade de estabelecer
pardmetros de perdas por insetos na agricultura. As estimativas de perdas por
insetos, no Brasil, sGo baseadas na perda média em cada cultura por ano. Dados
relatados entre os anos de 1998 e 1999 mostram que a perda de producao
agricola no Brasil por causa do ataque de insetos foi de 7,1%, em média,
variando de 2 a 30% (Acdo Ambiental, 1999).

Os efeitos nocivos de inseticidas foram reconhecidos a partir de 1950, e 0s
perigos do seu uso sd0 a cada dia mais evidentes. Apesar disso, 0 uso de
agrotéxicos na agricultura continua; nas Ultimas décadas, a dependéncia de
inseticidas convencionais para o controle de insetos tem aumentado no mundo
inteiro.

O uso de agrotdxicos na agricultura causa problemas sérios de toxicidade
aos seres vivos, poluicdo ambiental e desenvolvimento de resisténcia pelas

pragas. Assim, ha necessidade de usar quantidade maior de pesticidas ao longo



do tempo, agravando o problema ambiental, inclusive diminuindo ou eliminando
inimigos naturais das pragas.

Os feromonios, compostos volateis usados pelos insetos na sua
comunicagdo intra-especifica, podem ser usados no monitoramento dos insetos,
com a vantagem de ndo provocar os problemas que os agrotdxicos causam, pois
s80 usados em gquantidades extremamente pequenas. Um exemplo classico de
aplicacdo de feromoénios € o seu uso no controle rotineiro de pragas de algodao
Pectinophora gossypiella (DHAWAN e SIDHU, 1989), em grande escala nos
EUA, por meio do feromonio sintético, tendo-se como grande vantagem o fato de
0 uso de quantidades extremamente pegquenas ndo causar 0s problemas
provocados pelo emprego de inseticidas convencionais.

Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae), também
conhecida como lagarta-elasmo, € uma das principais pragas de varias culturas de
importancia agrondmica para a América Latina e o sul dos Estados Unidos
(VIANA, 1981). Sua distribui¢éo geografica esta relacionada a predominancia de
certas espécies vegetais, principalmente cereais, gramineas e leguminosas de
zonas quentes (BERTELS, 1970). No Brasil, esta praga estd amplamente
distribuida e provoca severos danos a diversas culturas (VIANA, 1981).

O método de controle de E. lignosellus mais comumente utilizado tem
sido o quimico. Controle com inseticidas envolvendo época e método de
aplicacéo, dosagem e formulagdo tem sido estudado por ALL e GALLAHER
(2977), All et a. (1979) e Brutoz et al. (1983), citados por VIANA (1993).

Devido a0 seu grande potencial e a falta de um método de controle
ecologicamente seguro, pesquisar 0 uso de feromonio de E. lignosellus é
amplamente justificado, j& que o controle quimico € utilizado preventivamente e
o controle na cultura instalada é dificultado em virtude das caracteristicas de
ataque do inseto, que ocorre no interior da planta.

Pseudaletia sequax (Franclemont, 1951) (Lepidopteras Noctuidae),
denominada vulgarmente lagarta-do-trigo, € uma severa praga desta cultura no
Brasil, dada a sua capacidade de destruicéo de folhas e espigas (SALVADORI et

al., 1983). Embora o grau de incidéncia varie a cada ano, com frequéncia atinge



popul agdes que causam prejuizos a cultura. Até inicio dos anos 90, a Unica opgao
de controle da lagarta-do-trigo era o uso de inseticidas (SALVADORI e PARRA,
19904).

Segundo Flanclemont (1951), citado por SALVADORI e PARRA.
(1990b), P. sequax € uma espécie comum nos tropicos americanos, distribuidos
desde o0 México até a Argentina. No Brasil, onde é praga de trigo, cevada e aveia,
sua ocorréncia ja foi registrada nos estados de Séo Paulo, Parand, Mato Grosso
do Sul e Rio Grande do Sul (SALVADORI e PARRA, 1990b).

A literatura nacional e internacional é extremamente carente em
publicagdes a respeito de P. sequax. Pouco se conhece sobre sua biologia,
nutrico e exigéncias térmicas. As poucas informagdes disponiveis sobre a
biologia de P. sequax sdo provenientes de trabalhos brasileiros (SALVADORI,
1987).

Assim, os objetivos deste estudo sdo identificar os acetatos presentes na
glandula feromonal de E. lignosellus e P. sequax, utilizando cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (“CG-EM”); avaliar a atividade dos
extratos de E. lignosellus, utilizando cromatografia gasosa acoplada ao detector
de eletroantenografia (“CG-DEA”); e criar um banco de dados do espectro de
massas dos padrbes sintéticos dos acetatos de dodecenila (ADD), tetradecenila
(ATD), hexadecenila (AHD) e octadecenila (AOD).

Este trabalho esta apresentado em dois capitulos. O primeiro relata a
identificacdo de acetatos monoinsaturados candidatos a feromoénio de E.
lignosellus, e 0 segundo, as propriedades dos acetatos monoinsaturados em “CG-
EM” e suas utilidades.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Feromonios sexuais

Durante os ultimos 30 anos, expandiu-se rapidamente o interesse na busca
de feromonios de insetos, no esforgo de proporcionar novos métodos de controle
dos insetos-pragas (KOUTEK et al., 1998), abrindo assim novas possibilidades
para 0 desenvolvimento de estratégias para o0 controle de insetos-pragas como
alternativa ao uso de inseticidas convencionais (KOUTEK et al., 1992).

A grande maioria dos feroménios conhecidos hoje foi identificada em
estudos com mariposas e borboletas. Os atraentes sexuais de longa disténcia tém
recebido mais atencdo em razdo do seu potencial no uso em programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (VILELA e DELLA LUCIA, 1987), pois 0s
feroménios possuem potencial significativo para o controle de pragas, o que
conduz aintensas investigagdes quimicas e biol6gicas (LANNE et al., 1985).

A primeira estrutura quimica de uma substancia ativa, desencadeadora do
comportamento sexual, foi determinada como (10E, 127)-10,12-hexadeca-10,
12-dien-1-ol (bombicol) em machos do bicho-da-seda (Bombyx mori), € um novo
termo, “feromoénio”, foi proposto para classe de substancias biologicamente
ativas (Karlson e Butenandt, 1959, citados por VILELA e DELLA LUCIA,

1987). A identificacdo de feromoénios sexuais de lepidopteros teve entdo suas



portas abertas, e uma grande diversidade de novas moléculas foi descoberta
(TUMLINSON et al., 1986).

No inicio, nos primeiros trabalhos com feromonios de |epidopteros
acreditava-se que apenas uma substancia estava envolvida na comunicagdo, em
gue exemplos apresentavam um quadro bastante simplificado (Roelofs e Cardé,
1977, citados por VILELA e DELLA LUCIA, 1987). Esse quadro hoje € bastante
diferente: a grande maioria dos feromoénios sexuais de lepidopteros constitui-se
de mais de um componente. No entanto, existem alguns exemplos de sistemas
nos quais uma Unica substancia é capaz de desencadear a seqiiéncia completa de
atracdo e comportamento pré-copulatério nos machos, como em Cydia nygricana
(WALL et a., 1976, citados por VILELA e DELLA LUCIA, 1987) e Tuta
absoluta (ATTYGALLE et a., 1996a).

Na decada de 70, o primeiro exemplo de um feromonio sexual
multicomponente em lepidopteros foi identificado em fémeas de Spodoptera
eridania como uma mistura do acetato de (92, 12E)-tetradeca-9,12-dienila e
acetato de (92)-tetradec-9-enila (Jacobsen et a., 1970, citados por VILELA e
DELLA LUCIA, 1987). Os dois componentes estimulavam 0 comportamento
sexua de machos individual mente e admitia-se que possuiam funcdes diferentes
no comportamento de acasalamento desse noctuideo. Esses autores especularam
gue o dieno agiria como um atraente de longa disténcia e o alqueno seria usado
na comunicagdo quando os insetos se aproximassem. Embora essa diferenciacao
no que se refere a comunicacdo funcional dos componentes do feromdnio néo
tenha sido provada, possiveis diferencas na funcdo dos componentes do
feromoénio, em sistemas feromonais multicomponentes, foram e tém sido um dos
tOpicos essenciais no estudo de feromonios sexuais em |lepidopteros.

O primeiro feromoénio registrado para uso comercial nos EUA foi para o
controle da lagarta-rosada do algodé@o P. gossypiella em 1978. Esse feromonio
consiste da mistura de acetatos (7Z, 117) e (7Z, 11E)-hexadeca-7,11-dienila,
sendo comumente chamado de gossyplure na propor¢éo 1:1 (HUMMEL et a.,
1973).



2.2. Feromonios sexuais de lepidopter os

A ordem Lepidoptera é composta de cinco subordens, 127 familias, 29
subfamilias e mais de 130.000 especies (PAKER, 1982).

Os ferombnios sexuais mais estudados sdo daguelas espécies de
|epi dopteros economicamente importantes. As informagdes quimicas e biol bgicas
decorrentes desses estudos tém permitido a véarios pesquisadores fazerem
relacionamentos entre a estrutura quimica de feroménios e a taxonomia dos
insetos (Roelofs e Brown, 1982, Inscoe, 1982, Tamaki, 1985, Doré et al., 1986,
Renou et a., 1988, citados por TEIXEIRA, 1991; HORAK et al., 1988).

O comportamento de acasalamento em mariposas € mediado por
ferombnios sexuais emitidos por fémeas, que atraem machos a distancia,
induzindo-os a um comportamento de corte. Embora esse comportamento de
corte sgja varidvel, a atracdo por odor de machos por parte das fémeas esta
presente em quase todas as familias de lepidopteros (Renou et al., 1988, citados
por TEIXEIRA, 1991).

Os lepidopteros apresentam as seguintes particularidades em relacdo aos
feromonios sexuais:

a) Geramente sdo as fémeas que produzem e liberam essas substancias,
em um determinado periodo de tempo, as quais estimulam e atraem os machos
para o acasalamento.

b) Os seus componentes formam uma classe homogénea de substancias
guimicas, constituidas principalmente por acetatos, alcoois, adeidos, mono, di ou
triinsturados com cadeia carbonica alifética de 12 a 18 &omos (Tamaki, 1977,
citado por TEIXEIRA, 1991).

¢) Grande parte dos feromonios consiste de uma mistura de componentes
(ATTYGALLE et al., 1995; KOUTEK et al., 1996), distribuidas em proporcoes
diferentes.

Em varios artigos de revisdo, tém sido relatadas varias substancias
identificadas como componentes de odores especificos de machos. Contudo, a

atividade biol 6gica dessas substancias tem sido confirmada para poucas espécies



de lepidopteros (LYNCH et al.,1984; TEAL et a., 1985; BELL e MEINWALD,
1986; FREROT et al., 1989; HEATH et al., 1990; CHRISTENSEN et al., 1990).

Lofstedt et al. (1984), citados por TEIXEIRA (1991), identificaram em
extratos de glandulas de feroménio sexual de Agrotis segetum 18 substancias
com possivel relevancia na comunicagdo quimica desta espécie. Testes em
laboratorio e no campo demonstraram, porém, que apenas trés dessas substancias
- 0S acetatos de (Z)-dec-5-enila, (Z)-dodec-7-enila e (Z)-tetradec-9-enila -
apresentavam atividade comportamental.

Os acetatos e acoois monoinsaturados de 12, 14 e 16 &omos de carbono
representam 84% do total de componentes de feromonios. No entanto, alguns
insetos apresentam numero impar de carbonos na cadeia principal de seus
componentes (Persoons et al., 1976, citados por TEIXEIRA, 1991).

LYNCH et a. (1984) relataram a presenca de 10 substancias no extrato de
glandulas de feroménio sexua de E. lignosellus, e apenas quatro destas
substancias - acetatos de (2)-tetradec-7-enila, (2)-tetradec-9-enila, (Z)-hexadec-
11-enila e (2)-tetradec-9-en-1-ol - mostraram atividade quanto a captura de
machos, em testes realizados em campo nos EUA.

Sessenta e oito por cento das duplas ligagdes C=C em acetatos e acoois
monoinsaturados, identificados em insetos da ordem Lepidoptera, apresentam
isomeria cis (Z), 29% trans (E) e 3% sdo duplas ligagbes terminais. Entretanto,
algumas substancias apresentam dienos e trienos conjugados ou alternados, e até
mesmo, substancias com tripla ligagdo, como o acetato de (Z)-hexadec-13-en-11-
inila, de Thaumetopoea pityocampa (Thaumetopoeidae), relatado por
GUERRERO et al. (1981). As duplas ligages, na maior parte, localizam-se nos
carbonos 9 e 11 (57%).

Existem vérios relatos na literatura para caracterizacdo quimica de
feromonios, sendo “CG-EM” a principa técnica utilizada (BYERS e HERLE,
1997; ATTYGALLE et a., 1995, 1996b; ATTYGALLE e MORGAN, 1988;
ANDO et al., 1998; FERRAO et d., 1998; LEAL et al., 1998; FERRARA et al.,
2001).



A identificagdo de feromonios de insetos envolve a determinagdo da
posicdo da dupla ligagdo C=C na molécula (LEONHARDT e DeVILBISS,
1985), bem como sua geometria (cis ou trans) de cada ligagdo dupla. Caso o
composto segja poliinsaturado, ou sgja, contenha mais de uma ligagéo dupla, a
posicdo e a geometria devemn ser determinadas. Essa tarefa € muito complexa, e
na literatura existem poucos exemplos para identificagdo desses compostos
(ATTYGALLE et a., 1995, 1996a,b).

Em vérios artigos de revisdo, tém sido relatadas vérias técnicas que
auxiliam na determinacdo da posicdo da dupla ligagdo carbono-carbono, em
acetatos presentes em feromonios de insetos, como, por exemplo, tempo de
retencéo (absoluto e relativo), indice de retencdo de Kovats (SPIEKSMA et d.,
1994; MARQUES et a., 2000) e fragmentacdo das massas (LANNE et a.,
1985), utilizando padrdes. Além disso, a posicdo da dupla ligacdo C=C pode ser
determinada através da formacéo de derivados, como: ozondlise, epoxidacao, etc.
(BUSER et a.,1983; LANNE et a., 1985, HORIIKE et a., 1986). Esses
métodos, recentemente, tém sido substituidos pela técnica de formacdo de
derivados de dimetil dissulfeto (“DMDS”).

A técnica de adicdo estereoespecifica tem sido muito utilizada; trata-se da
adicdo de DMDS a duplas ligagtes presentes nas estruturas (BUSER et al.,1983;
LEONHARDT e DeVILBISS, 1985; VICENTI et al., 1987; ATTYGALLE e
MORGAN, 1988; ATTYGALLE et al., 1995; PEPE et a., 1997). A posicdo da
dupla ligacdo é determinada com o auxilio da técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, apos formacdo do derivado de DMDS
(HEATH et a., 1980; BUSER et a.,1983; HORIIKE e HIRANO, 1987,
DOOLITTLE et d., 1985, LEONHARDT e DeVILBISS, 1985; VINCENTI et
a., 1987; ATTYGALLE e MORGAN, 1988; PEPE et al., 1997).



CAPITULO 1

IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS CANDIDATOSA FEROMONIO
SEXUAL EM Elasmopalpuslignosellus (ZELLER) (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE)

RESUMO

SILVA, Alexsandro Araujo da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2001. Identificacdo de compostos candidatos a feromonio sexual em
Elasmopalpus lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae). Orientador:
Gulab Newandram Jham. Conselheiros. Paulo Afonso Viana e Evaldo Ferreira
Vilela

Bioensaios para monitorar populagdes de Elasmopalpus lignosellus
(Zeller) realizados anteriormente no Brasil com armadilhas contendo feromonio
sintético identificado nos EUA néo foram satisfatorios. Nesta investigacéo foram
identificados os acetatos presentes nas glandulas feromonais de E. lignosellus.
Durante o periodo de chamamento, as glandulas feromonais de E. lignosellus
foram retiradas e extraidas com hexano durante duas horas. A cromatografia
gasosa-espectrometria de massas (“CG-EM”) foi utilizada para a identificacdo
dos acetatos, e cromatografia gasosa-eletroantenografia (CG-DEA) para
identificar as substéncias ativas. O acetato de (2)-hexadec-11-enila foi
identificado pela “CG-EM” e acetatos de (2)-tetradec-9-enila e (2)-hexadec-11-

enila se mostraram ativos a antenas de E. lignosellus no CG-DEA.



ABSTRACT

SILVA, Alexsandro Araujo da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, April,
2001. ldentification and estimate of sex pheromone from Elasmopalpus
lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae). Adviser: Gulab Newandram
Jham. Committee members. Paulo Afonso Vianaand Evaldo FerreiraVilela

Bioassays to monitor populations of Elasmopalpus lignosellus (Zeller)
previously conducted in Brazil using synthetic pheromone identified in the USA
were not satisfactory. This investigation was conducted to identify the acetates in
E. lignosellus. During the period, the female pheromone glands of E. lignosellus
were excised and extracted with hexane for 2 h. Gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) was utilized for the identification of acetates and gas
chromatography-eletroantenography (GC-EAD) for active compounds. (2)-
hexadec-11-enyl acetate was identified by GC-MS and (2)-tetradec-9-enyl and
(2)-hexadec-11-enyl acetate were shown to be active to antennae of E.
lignosellusin GC-EAD.
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1. INTRODUCAO

A producdo de feromoénio sexua pelas fémeas de E. lignosellus (Z€ller)
foi documentada pela primeiravez por PAYNE e SMITH (1975).

Elasmopal pus lignosellus é uma praga que ataca milho, soja, sorgo, entre
outros, amplamente distribuida nas regides temperadas e tropicais do hemisfério
ocidental. A distribuicBo geogréfica da espécie parece estar associada a
predominancia de certas culturas, principalmente cereais e leguminosas de zonas
quentes (BERTELS, 1970). Assim, devido a0 seu grande potencia ja
comprovado, pesquisar 0 uso de ferombnio em lavouras de importancia
econbmica € amplamente justificado. O uso de ferombnios como agente de
controle de pragas € especialmente promissor para espécies como E. lignosedllus,
que ficam abrigadas no interior da planta durante a alimentacéo.

Os danos da lagarta-elasmo sdo mais intensos em solos arenosos e secos
(Luginbill e Ainde, citados por MAGRI, 1999). Nessas condigoes, foi verificado
dano severo em cana-de-acUcar (BENNETT, 1962; SCHAAF, 1973). Resultados
semelhantes foram descritos para plantas de feijdo, amendoim, algoddo, soja e
milho (ISELY e MINER, 1944; KING et al., 1961; ABRAHAO e AMANTE,
1970; Link e Santos, 1974, citados por MAGRI, 1999; SARMIENTO et d.,
1973; VIANA, 1981).
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Elasmopalpus lignosellus utiliza plantas jovens para se alimentar,
provavel mente devido as caracteristicas de seus tecidos meristeméticos. O atagque
ocorre no interior do colmo, através da construcdo de galerias, provocando a
morte da planta jovem. A partir de 30 cm de atura, em cana-de-agUcar, as
lagartas nd&o conseguem penetrar na planta, em razéo do endurecimento do colmo
(SCHAFF, 1973). Embora em outros estagios elas possam ser atacadas, as
plantas em crescimento inicial sdo mais suscetiveis as injurias (SELY e MINER,
1944).

O comportamento de chamamento em E. lignosellus foi descrito por
PIRES et a. (1994); durante todo esse periodo as fémeas movem intensamente as
antenas, sem vibrar as asas. Geralmente inicia-se ap0s a quinta hora de escuro,
prolongando-se até o final da noite (PIRES et al., 1994); o maior nimero de
fémeas chamando ao mesmo tempo ocorre em torno da oitava hora de escuro
(PIRES et a., 1994). Esses dados confirmam os resultados de Stone (1968),
citado por HOLLOWAY e SMITH JR. (1975). As fémeas, a medida que se
tornam mais velhas, iniciam o chamamento mais cedo e passam mais tempo das
horas de escuro com esse comportamento (PIRES et a., 1994). Fémeas mais
velhas, comecando 0 chamamento antes, aumentam a probabilidade de
acasalamento, pois serdo as primeiras a atrairem machos (Sweir et al., 1977,
citados por PIRES et a., 1994). Mudangas semelhantes, relacionadas com a
idade, foram observadas em A. ipsilon por Swier et a. (1977, citados por PIRES
et a., 1994) e em Pseudaletia unipuncta (HAW.) (Turgeon e McNeil, 1982,
citados por PIRES et al., 1994).

O padréo de chamamento das fémeas de E. lignosellus é caracterizado por
ser descontinuo, ou segja, elas permanecem em posicao de chamamento, expondo
a glandula por algum tempo e, posteriormente, retornam o abdome a posicao
normal. Dentro de uma mesma faixa etaria, existe uma variagdo muito grande no
numero e na duracdo dos periodos de chamamento (PIRES et al., 1994)

O feromdnio sexual de E. lignosellus é produzido por uma glandula
localizada na extremidade do abdome da fémea, proximo ao ovopositor, de onde

os componentes do feromoénio sexual sdo exalados. Ao entrar em contato com a
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corrente de ar, forma-se uma pluma de odor, que orienta o véo do macho em
direcdo a fémea. Do género Elasmopalpus, ja identificado nos Estados Unidos,
somente uma especie foi estudada, devido ao ataque a varias especies de plantas
no sul da California(LYNCH et al., 1984).

Os ferombnios de Lepidoptera sdo normalmente acetatos e alcoois
lineares, monoinsaturados de C;»-Cis. O E. lignosellus, por pertencer a esta
ordem, talvez produza feromanios constituidos por compostos similares.

No extrato hexanico preparado das glandulas de E. lignosellus, encontrado
nos EUA (LYNCH et al., 1984), 10 compostos foram identificados (Quadro 1.
dois acetatos de tetradecenila, dois acetatos de hexadecenila, dois &coois
tetradecenilicos e dois acoois hexadecenilicos, um acetato de tetradecanila e um
acetato de hexadecanila), dentre os quais quatro foram identificados como
componentes de feromonio, por meio de bioensaios (Quadro 2: dois acetatos de
tetradecenila, um acetato de hexadecenila e um dacool tetradecenilico) . No
entanto, o feromoénio sexual da lagarta-elasmo, em estudos feitos no Brasil, ndo
apresentou resultados satisfatérios quanto a captura de machos, em testes
realizados no campo (PIRES et al., 1994) com os compostos identificados por
LYNCH et al. (1984).

Quadro 1 - Compostos detectados no extrato hexanico da glandula de feroménio
deE. lignosellus (Lynch et al., 1984)

Compostos detectados no extrato hexanico da
NuUmero do composto glandula do feromonio de E. lignosellus
Acetato de (2)-TETRADEC-7-ENILA
Acetato de (2)-TETRADEC-9-ENILA
Acetato de TETRADECANILA
(2)-TETRADEC-7-EN-1-OL
(2)-TETRADEC-9-EN-1-OL
Acetato de (2)-HEXADEC-9-ENILA
Acetato de (2)-HEXADEC-11-ENILA
Acetato de HEXADECANILA
(2-HEXADEC-9-EN-1-OL
(2)-HEXADEC-11-EN-1-OL

Boo~v~ouhrwNk
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Quadro 2 - Compostos identificados como feromonio apds os ensaios biol 6gicos
(Lynch et al., 1984)

Compostos candidatos ao feromonio apds ensai 0s biologicos
Acetato de (2)-TETRADEC-7-ENILA
Acetato de (2)-TETRADEC-9-ENILA
Acetato de (2)-HEXADEC-11-ENILA
(2)-TETRADEC-9-EN-1-OL

Para determinar a composicéo do feroménio de E. lignosellus encontrado
no Brasil, inicialmente foram procurados compostos descritos na literatura e
determinados seu tempo de retencéo, seu padrao de fragmentacdo e sua atividade
quanto a sua presenca na antena do inseto, ou sega, acetatos e acoois
monoinsaturados do C;,-C,g, usando-se o cromatégrafo de fase gasosa acoplado
a0 espectrometro de massas (“CG-EM”) e também cromatografo de fase gasosa
acoplado ao detector eletroantenografico (“CG-DEA”), utilizando colunas
capilares de silica fundida de 30 m x 0,25 mm de diferentes polaridades.

Foi também verificada a atividade de cada padréo de acetato
monoinsaturado, de 12 a 16 d&omos de carbono, na antena do inseto (macho),

atraveés do eletroantenografo, por meio de “ puffs’.
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2. MATERIAL E METODOS

A metodologiafoi feita em vérias etapas:
- Criagao de insetos.
- Extrac&o do feromonio.
- |dentificacéo de acetatos em extratos de Elasmopal pus lignosellus.

- Bioensaios.

2.1. Criacdo e manutencao de Elasmopalpus lignosellus

A técnica de criacdo e manutencdo da praga foi feita utilizando dietas
artificiais em laboratorio, segundo CHALFANT (1975), e adaptada por VIANA
(1981). A criacdo de E. lignosellus foi estabelecida no Insetario da Universidade
Federal de Vigosa, a partir de ovos provenientes da criagdo do Centro Nacional
de Pesgquisa de Milho e Sorgo (CNPMS) - EMBRAPA/CNPMS, Sete Lagoas -
MG, Brasil.

As lagartas recém-emergidas foram acondicionadas em copos pléasticos
transparentes de 100 mL de capacidade, contendo a dieta artificial descrita por
CHALFANT (1975), juntamente com uma camada de vermiculita previamente

autoclavada, permitindo aos insetos a construcdo de abrigos caracteristicos,
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quando ndo se encontravam em atividade. O fotoperiodo utilizado foi de
141 /10E, 28 + 2°C e 60 a 80% UR.

Os adultos recém-emergidos foram transferidos para gaiolas de PVC
(10 cm de diametro x 20 cm de atura) contendo papel-toalha branco na
superficie inferior, como substrato para oviposicdo, cobertas com tecido de
malha fina na superficie superior. Para alimentacdo dos adultos, utilizou-se
cervga e, ou, solugdo sacarose 10%, oferecidas em aimentadores
confeccionados com pipetas de Pasteur moldadas em fogo, os quais foram,
posteriormente, fixados nas bordas laterais das gaiolas, através de um orificio.

ApoOs a postura, o substrato de oviposi¢éo (papel-toalha branco) de cada
gaiola era trocado, sendo os ovos colocados em sacos pléasticos até a eclosdo das
lagartas, as quais eram posteriormente transferidas aos copos contendo a dieta
artificial. ApO0s a emergéncia dos adultos, estes eram retirados dos copos e
transferidos para as gaiolas descritas anteriormente, para um novo ciclo

reprodutivo.

2.2. Extracao do feromonio

Gléndulas produtoras de feromonio, localizadas na extremidade do
abdome, préximo ao ovipositor de 20-30 fémeas (adultos de 1-2 dias) de E.
lignosellus, foram excisadas do abdome do inseto durante o periodo de
chamamento (horarios pré-definidos, em que a fémea libera o feromonio para o
macho) e extraidas com 100 niL de hexano ultrapuro por duas horas e
concentrado a aproximadamente 30 nl, sendo injetado 1 nL no “CG-EM” e
“CG-DEA”, conforme condigdes descritas nos Quadros 4 e 6, respectivamente.

Diversos extratos hexanicos foram feitos, com quantidades de gléndulas
diferentes, tanto de insetos criados no laboratorio quanto daqueles capturados nas

lavouras de cana-de-agucar e milho.
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2.3. ldentificacdo de acetatos candidatos a feromonio sexual de E. lignosellus

Os extratos preparados foram analisados em um “CG-EM” QP5000, com
um sistema quadrupolar de deteccéo e “GC-17A" com auto-injetor (AOC-17) da
Shimadzu e um sistema de aquisicdo de dados Class 5000. Eles também foram
analisados em um cromatografo GC-17A (com sistema de aquisicdo de dados
Class GC10) acoplado ao el etroantendgrafo (Syntech Stimulus Controler CS-05).

As substancias foram previamente identificadas, através da comparacéo do
tempo de retencdo e espectro de massas entre os acetatos desconhecidos
presentes nos extratos e os dos padrdes previamente analisados.

Os compostos, previamente identificados, foram confirmados pela
formacéo de derivados de “DMDS’ (ver item 2.4.) e posterior andlise no “CG-
EM”.

2.3.1. Identificacao de acetatos em extrato bruto de E. lignosellus

A partir dos cromatogramas e espectros de massas obtidos dos extratos
brutos, foi feita a comparacdo com o tempo de retencéo e espectro de massas de
todos os padrdes (Quadro 3) posteriormente analisados.

A identificagéo foi feita por etapas:

Etapa 1. Identificacdo dos acetatos presentes no extrato bruto de feroménio de
glandulas de E. lignosellus, injetado no “CG-EM”, sob as condig¢des descritas no
Quadro 4.

Etapa 2: Determinacdo do tempo de retencdo e espectro de massas de 22 padroes

do acetato de (Z e E) hexadecenila, injetados no “CG-EM”, nas condicOes

descritas no Quadro 4.
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Quadro 3 - Padrdes sintéticos de acetato de hexadecenila comercializados

PADROES ISOMEROS

AHD 27 [13 de cada (E/Z), além do 15-AHD]

Etapa 3: Confirmac&o da posi¢do da dupla ligacdo dos acetatos, por meio da
formacgdo de derivados pela reacdo de “DMDS’, nos extratos que apresentaram
compostos similares aos padrdes sintéticos de acetatos, mencionados neste
trabal ho.

2.3.2. Andlise dos padr des de acetatos monoinsatur ados por “CG-EM”, para
compar agéo com 0s compostos desconhecidos presentes nos extr atos

Os acetatos monoinsaturados, com 16 atomos de carbono (99%, 100 mg
ou 100 mi), foram adquiridos da Holanda (IPP, Holanda). Foram adquiridos 22
isdmeros do acetato de hexadecenila (AHD)

De cada padréo concentrado de acetato monoinsaturado foi retirada uma
aliguota de 1 L e dissolvida em 1 mL de hexano P.A., bidestilado, contido em
um frasco de vidro de 1,5 mL, previamente rotulado.

Posteriormente, foi retirada uma aliquota de 5 nL de cada solucéo
preparada e adicionada em frascos de vidro, previamente rotulados, contendo
1 mL de hexano P.A., bidestilado, obtendo-se assim solugdes-padrdo com
concentragOes de 5 ng/nl, sendo injetado 1 L de cada padréo (cinco vezes) no
“CG-EM”, conforme condi¢bes descritas n Quadro 4. Em cada frasco, foram
adicionados dois padrdes internos de hidrocarbonetos - tetradecano (Cy,) €
octacosano (C,g) - com concentracdo final de 5 ng/mL, com a finalidade de se

calcular o tempo de retencao relativo de cada composto em cada coluna.
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2.3.3. Identificacdo de compostos ativos no extrato por “CG-DEA”

A identificagdo de componentes ativos de feroménio de inseto pode ser
feita por meio da andlise de extrato bruto em cromatografo gasoso acoplado ao
eletroantenograma, onde sdo utilizadas antenas de insetos machos como
receptores de substancias ativas, e da identificagéo através de padrdes sintéticos
por meio de “puffs’, no eletroantendgrafo.

Nesse caso, aidentificaco foi feita pelas seguintes etapas.

Etapa 1. Foram analisados na antena do E. lignosellus (machos) todos os
extratos obtidos a partir das glandulas do inseto-fémea em estudo (BJOSTAD,
1998), a fim de determinar quais dos compostos detectados s&o fisiologicamente
ativos, através da comparagdo com os padrdes analisados sob as mesmas
condicoes.

A andlise da série de acetatos e dos extratos hexanicos da glandula do E.
lignosellus no “CG-DEA” foi feita usando-se as seguintes colunas capilares de
30 m x 0,25 mm: SP 2340 (Supelco) e Supelcowax-10 (Supelco), e DB-5, de
acordo com as condi¢des descritas no Quadro 6.

Etapa 2: Foram testados na antena do E. lignosellus (machos) todos os isdmeros
dos acetatos da série ADD e ATD, bem como 22 isbmeros do acetato da série
AHD dos 27 isdbmeros existentes, num total de 64 compostos, atraves de “ puffs’
feitos no eletroantenograma. Esta série de testes revelou fortes candidatos ao
feromoénio sexual deste inseto, através de atas respostas em milivolts (mV) como
resposta da antena do E. lignosellus, onde existem receptores especificos para

determinados compostos.

2.4. Preparo de derivados e condicdes de andlise

1) Os acetatos (padrdes) e os extratos foram analisados por “CG-EM” em
splitless, modelos Shimadzu QP5000 (com um sistema de deteccdo quadrupolar)
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e GC 17A, equipado com um auto-injetor e um sistema de aquisicdo de dados
Class 5000, de acordo com o0 método descrito no Quadro 4.

Todos os acetatos foram analisados em trés colunas capilares de
polaridades diferentes, de 30 m x 0,25 mm, 0,25 mm de filme, (DB-1, Je W
Scientific, Supelcowax-10 e SP 2340, Supelco).

2) Para confirmar a posicéo da dupla ligagdo dos compostos similares a
feroménio identificados nos extratos analisados, foi feita derivatizacdo dos
extratos com “DMDS’ (BUSER et a., 1983), da seguinte forma: 25 nL de
“DMDS’ puro, foram adicionados em um frasco conico contendo cerca de 20 ni
de extrato e, em seguida, adicionaram-se 12,5 nL de solucdo de iodo em éter
dietilico P.A., tratado com hidreto de litio e aluminio (LiAIH,) e destilado. A
mistura foi aguecida por 50°C durante a noite (£ 12 horas). Depois disso, foram
adicionados (2x) 50 nL de hexano e gotas de solugdo de tiossulfato de sodio
(5% m/v), até que elaficasse completamente incolor (transparente). A misturafoi
agitada, e a fase organica, transferida para um frasco limpo, sendo
posteriormente concentrada sob um fluxo de nitrogénio até secar completamente.
Em seguida, foram adicionados cerca de 20 nL de hexano, sendo o frasco agitado
e analisado no “CG-EM”, nas condicdes descritas no Quadro 5.

3) Os extratos de glandulas de E. lignosellus foram analisados por “CG-
DEA” em splitless, modelo Shimadzu GC 17A (com um sistema de aquisicao de
dados Class GC10) acoplado ao eletroantenografo, modelo Syntech Stimulus
Controler CS-05, e um sistema de aquisicéo de dados (“EAG” e “EAD”), de
acordo com o método descrito no Quadro 6.

4) Os padrdes de acetatos também foram analisados no el etroantenografo
por meio de “puffs’, utilizando o seguinte método:

Antenas de machos de um dia foram acondicionadas em eletrodos de prata
com solugéo de KCI 0,1 N, com fluxo continuo de ar a 5 mL/min. Os padrdes
foram aplicados nas antenas dos machos, por meio de uma pipeta de Pasteur, por
0,3 s, com fluxo de ar a5 mL/min. Foram testadas 10 antenas para as séries de
acetatos de dodecenila (ADD), tetradecenila (ATD) e hexadecenila (AHD).
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Quadro 4 - Condigdes de cromatografia gasosa/espectrometria de massas (“ CG-
EM”) usadas para andlise de padrdes e extrato bruto de glandulas de
Elasmopal pus lignosellus

Parametros Condicoes
DB-1: 30 m x 0,25 mm; 0,25 mm filme
Colunas Supelcowax-10: 30 m x 0,25 mm; 0,25 nm filme

Temperaturainicia
(coluna)
Temperaturafinal
(coluna)

Variagcdo datemperatura
Modo de injecdo
Fluxo de gas
Temperatura do injetor
Temperatura dainterface
Modo deionizagéo
Faixa de massa (m/z)
Voltagem de aceleracéo

60 m x 0,25 mm; 0,25 mm filme
SP 2340: 30 m x 0,25 mm; 0,25 mm filme
60°C

DB-1: 280°C (5 min)
Supel cowax-10: 240°C (10 min)
SP 2340: 230°C (1 min)
6°C/min

Slitless

1 mL/min

220°C

250°C

Impacto de elétrons

29 - 400

70 eV

Quadro 5 - Condicdes de cromatografia gasosa/espectrometria de massas (“CG-
EM”) usadas para analise de derivados de “DMDS’ dos extratos de
glandul as de Elasmopalpus lignosellus

Parametros

Condicdes

Coluna

DB-1: 30 m x 0,25 mm; 0,25 mm filme

Temperaturainicial (coluna) 100°C
Temperaturafina (coluna)  DB-1: 320°C (1 min)
Variagdo da temperatura 6°C/min

Modo de injecéo
Fluxo de gés

Slitless
1 mL/min

Temperatura do injetor 220°C
Temperatura da interface 280°C

Modo de ionizacao
Faixa de massa (m/z)

Impacto de elétrons
29 - 420

V oltagem de aceleragéo 70 eV
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Quadro 6 - CondicOes de cromatografia gasosa/eletroantenografia usadas para
andlise de padrdes e extrato bruto de glandulas de Elasmopal pus

lignosellus
Parametros Condicoes
Colunas DB-5: 30 m x 0,32 mm; 0,25 mm filme

SP 2340: 30 m x 0,25 mm; 0,25 mm filme

Temperaturainicial (coluna) 60°C

Temperaturafinal (colunas) DB-5: 280°C (5 min)
Supel cowax-10: 240°C (10 min)
SP 2340: 230°C (1 min)

Variagcdo datemperatura 8°C/min
Modo de injecéo Flitless
Fluxo de gés 1 mL/min
Temperatura do injetor 220°C
Temperatura do detector 250°C
Temperatura dainterface (DEA) 220°C
Range 0 (zero)
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

O Quadro 7 mostra a origem dos extratos de glandulas de feroménio de E.

lignosellus que apresentaram em sua composi ¢ao acetatos de hexadecenila.

3.1. Andlise dos extratos da glandula de feroménio de Elasmopalpus
lignosellusem “CG-EM”

Foram analisados 30 extratos de gléndulas de feromoénio de E. lignosellus,
provenientes de insetos da criacdo em laboratdrio e insetos capturados em

lavouras de cana-de-agucar e milho.

3.1.1. Extrato deglandula 1

A Figura 1 mostra o cromatograma total de ions (CTI); a Figura 2, a
ampliagéo do pico principal; e a Figura 3, 0 espectro de massas, obtidos na
colunaDB-1 (30 m x 0,25 mm).
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Quadro 7 - Origem dos extratos de glandulas de E. lignosellus que contém
acetatos de hexadecenila em sua composicdo e as técnicas
utilizadas paraidentificacéo

Extratos de Origem Técnica utilizada paraidentificacéo
glandulas
Glandulas provenientes “CG-EM” (utilizando a coluna
1 de insetos criados em capilar DB-1)
laboratdrio no ano de (item 3.1.1.)
1998 (1° semestre)
Glandulas provenientes “CG-EM” (utilizando a coluna
2 de insetos criados em capilar Supel cowax-10)
laboratdrio no ano de (item 3.1.2.)
1998 (2° semestre)

“CG-DEA” (utilizando a coluna
capilar SP 2340)
(Andlise1-item 3.3.1.1))

Glandulas provenientes  “CG-EM” (utilizando trés colunas

3 deinsetoscriadosem  capilares de diferentes polaridades)
laboratdrio no ano de (item 3.1.3.)
2000 (1° semestre)

“CG-DEA" utilizando a coluna
capilar DB-5)
(Andlise2 - item 3.3.1.2))
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Figura 1 - Cromatograma total de ions (CTI) obtido com extrato hexanico da
glandula do feroménio de Elasmopalpus lignosellus usando-se uma
coluna capilar de silicafundida, DB-1: 30 m x 0,25 mm.
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Figura 2 - Ampliagdo do pico 2 identificado.

O espectro de massas (Figura 3(a)) correspondente ao pico 2, apresenta o
pico-base m/z 43 [CH;CO'], o que, em conjunto com outros fragmentos
caracteristicos e suas intensidades, indica ser um acetato. A perda do éacido
acético a partir do ion molecular M™ (ndo-detectado) leva ao aparecimento do ion
[CisH30] ™ de miz 222. A molécula de &cido acético, ao ser protonada, gera o fon
m/z 61 [CH3CO,H,]", de baixa intensidade relativa (10%). Estes ions indicam
gue o pico 2 é um acetato de hexadecenilalinear.

O pico 2 (Figuras 1 e 2) apresenta tempo de retencdo (25,632 min) mais
proximo de um acetato hexadecenila sintético (Quadros 1A e 2A),
cromatografado sob as mesmas condigdes.

Comparando o tempo de retencéo do pico 2 com o tempo de retencéo dos

padrdes sintéticos de acetato de hexadecenila, cinco possiveis isomeros (Quadros
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1A e 2A) sdo candidatos a serem a substancia representada pelo pico 2 (Figura
1), sendo eles os acetatos. (E)-hexadec-10-enila (25,559 min), (E)-hexadec-11-
enila (25,614 min), (E)-hexadec-12-enila (25,660 min), (Z)-hexadec-11-enila
(25,629 min) e (Z2)-hexadec-12-enila (25,732 min).

Comparacdes com o tempo de retencéo de todos os isdmeros dos acetatos
(2)/hexadecenila e (E)/hexadecenila foram feitas, como mostram os Quadros 1A
e2A.

Quando se compara o espectro de massas do pico 2 (Figura 3(a)) com o
espectro de massas dos padrdes dos acetatos de hexadecenila sintético (Figura

3(b)), nota-se uma acentuada anal ogia.
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Figura 3 - @) Espectro de massas do pico eluido em 25,632 min. b) Espectro de
massas do padréo sintético (Z)-11-AHD.
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3.1.2. Extrato de glandula 2

A Figura 4 mostra o cromatograma total de ions (CTIl); a Figura 5, a

ampliacdo do principa pico; e a Figura 6, 0 espectro de massas, obtidos na
coluna Supelcowax-10 (60 m x 0,25 mm).

mYy
50
10
of. M_A\__‘IUJLAAL
125 25 375
tempo (min.)

Figura 4 - CTI (cromatograma total de ions) obtido com extrato hexénico da

glandula do feromoénio de Elasmopal pus lignosellus usando-se uma

coluna capilar de silica fundida, Supelcowax-10: 60 m x 0,25 mm;
0,25 mm.
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Figura5 - Ampliacdo do pico 10 identificado.

27



O espectro de massas (Figura 6(a)) correspondente ao pico 10 apresenta o
pico-base m/z 43 [CH;CO'], o que, em conjunto com outros fragmentos
caracteristicos e suas intensidades, indica ser um acetato. A perda do éacido
acético a partir do ion molecular M™ (ndo-detectado) leva ao aparecimento do ion
[CieH30] " de m/z 222. A molécula de &cido acético, ao ser protonada, gera o ion
m/z 61 [CH3CO,H,]", de baixa intensidade relativa (10%). Estes ions indicam
gue o pico 10 € um acetato de hexadecenilalinear.

O pico 10 (Figura 4 e 5) apresenta tempo de retencdo (32,687 min) mais
proximo do acetato hexadecenila sintético, cromatografado sob as mesmas
condigdes.

Comparando o tempo de retencéo do pico 10 com o tempo de retencéo dos
padrbes sintéticos de acetato de hexadecenila, cinco possiveis isdbmeros, séo
candidatos a serem a substancia representada pelo pico 10 (Figura 4 e 5), sendo
eles os acetatos. (E)-hexadec-10-enila (32,395 min), (E)-hexadec-11-enila
(32,480 min), (E)-hexadec-12-enila (32,480min.), (2)-hexadec-11-enila
(32,628 min) e (2)-hexadec-12-enila (32,785 min).

Foi obtida a comparagdo com o tempo de retencdo dos isOmeros dos
acetatos de (Z)/hexadecenila e (E)/hexadecenila, que forneceram tempo de
retencéo mais proximo da andlise feita na coluna DB-1 (item 3.1.1.).

Quando se compara 0 espectro de massas do pico 10 (Figura 6(a)) com o
do acetato de hexadecenila sintético (Figura 6(b)), nota-se uma acentuada

analogia.
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Figura 6 - @) Espectro de massas do pico 13 eluido em 32,687 min. b) Espectro
de massas do padréo (Z)-11-AHD.

3.1.3. Extrato deglandula 3

A Figura 7(a) mostra o cromatograma total de ions (CTl); e aFigura 7(b),
a ampliagdo dos principais picos, obtidos na coluna SP 2340 (30 m x 0,25 mm;
0,25 mm).

O espectro de massas (Figuras 8, 9 e 10) correspondente aos picos 5, 6 e 7
apresenta o pico-base m/z 43 [CH3;CO'], o que, em conjunto com outros
fragmentos caracteristicos e suas intensidades, indica ser um acetato. A perda do
acido acético a partir do ion molecular M™ (ndo-detectado), leva ao aparecimento
do fon [CigH30] ™ de m/z 222. A molécula de &cido acético, ao ser protonada, gera
0 fon m/z 61 [CH3CO,H,]", de baixa intensidade relativa (10%). Estes ions

indicam gue os picos 5, 6 e 7 sdo acetatos de hexadecenilalinear.
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Figura 7 - @) CTI (cromatograma total de ions) obtido com extrato hexanico da
glandula do ferombnio de Elamopalpus lignosellus, usando-se uma
coluna capilar de silica fundida, SP 2340: 30 m x 0.25 mm; 0,25 nm.
b) Ampliag&o dos picos identificados.

Comparagdes com o tempo de retencdo (t;) e tempo de retencéo relativo
(rt;) de todos os isdmeros dos acetatos de (Z)/hexadecenila e (E)/hexadecenila
foram feitas como mostra o Quadro 5 (Capitulo 2).

Em colunas polares como esta (SP 2340), os seis possiveis isdmeros
(Quadro 5 - Capitulo 2), candidatos a serem as substancias representadas pelos
picos 5, 6 e 7 (Figura 7(a) e (b)), apresentam tempo de retencéo muito proximos,
€, em muitos casos, sdo dificeis de serem separados em uma coluna. Em razéo
disso, tornou-se necessaria a utilizagdo do tempo de retencéo relativo, que
fornece resultado seguro, pelo fato de ser calculado através da subtracdo do
tempo de retencdo do padrdo acetato pelo tempo de retencdo de um padréo
interno, neste caso, 0 hidrocarboneto tetradecano (Cy4), presente em todos os
padrdes preparados e igual mente nos extratos de glandulas de feroménio.

Nessa analise, foram feitas comparagdes com o tempo de retencéo relativo

(rt;), que mostrou maior eficiéncia quanto a identificacdo dos compostos no
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extrato de glandulas, com relacdo ao tempo de retencéo absoluto. Foi levado em
consideracdo um desvio de £ 0,07 min, do tempo de retencéo relativo dos
padrdes de acetato hexadecenila, na comparagédo dos picos 5, 6 e 7 (Figura 7(b)).

Na Figura 7((a) e (b)), tém-se os picos previamente identificados através
do tempo de retencdo, quando comparados com o tempo de retencdo dos padroes
sintéticos, obtidos na coluna SP 2340 (30 m x 0,25 mm). pico 5
(t. = 18,140 min), pico 6 (t, = 18,388 min) e pico 7 (t, = 18,477 min).

O pico 5 apresentou tempo de retencdo relativo (rt;) igua a 14,056 min,
mais proximo dos acetatos (E)-8-AHD e (E)-9-AHD, sintéticos. O pico 6,
mostrou tempo de retencdo relativo (rt;) igua a 14,304 min, mais préximo dos
acetatos (2)-9-AHD, (2)-10-AHD e (E)-13-AHD, sintéticos. Ja o pico 7
apresentou tempo de retencdo relativo (rt,) igual a 14,393 min, mais proximo do
acetato (2)-11-AHD, sintético, cromatografado sob as mesmas condicOes
(Quadro 8).

Nota-se que a andise de extrato hexanico de glandula do E. lignosellus
feita na coluna SP 2340 feita no “CG-EM”, quando comparada com a mesma
analise na coluna DB5 no CG-DEA, apresentou trés picos com tempo de
retencdo proximo ao dos padrdes de acetatos de hexadecenila, bem como
similaridade do espectro de massas dos picos 5, 6 e 7, comparado com 0 espectro

de massas dos padrdes de acetatos de hexadecenila.
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Quadro 8 - Comparacéo do tempo de retencéo relativo (rt;) dos picos 5, 6e 7 e
dos padrdoes de acetatos de hexadecenila candidatos a serem os
compostos desconhecidos nos extratos de glandulas Elamopalpus

lignosellus
Substancia Tempo de retencéo relativo (rt,)
(min)
Pico 5 (glandula) 14,06
(E)-8-AHD (sintético) 14,04
(E)-9-AHD (sintético) 14,07
Pico 6 (glandula) 14,30
(2)-9-AHD (sintético) 14,27
(2)-10-AHD (sintético) 14,34
(E)-1-13-AHD (sintético) 14,28
Pico 7 (glandula) 14,039
(2)-11-AHD (sintético) 14,42

Os espectros de massas que representam os picos 5, 6 e 7 [Figura 7(b))
estdo ilustrados nas Figuras 8, 9 e 10. Os trés espectros apresentaram alguns ions
caracteristicos, que estédo presentes no espectro de massas de acetatos de
hexadecenila.
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Figura 8 - Espectro de massas do pico 5 (Figura 7(b)) eluido em 18,140 min.
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Figura9 - Espectro de massas do pico 6 (Figura 7(b)) eluido em 18,388 min.
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Figura 10 - Espectro de massas do pico 7 (Figura 7(b)) eluido em 18,477 min.
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3.2. ldentificacdo da posicdo da dupla ligacdo por derivatizacdo com
“DMDS’, dos acetatos presentes nos extratos de glandulas

A Figura 9(a) mostra o cromatograma total de ions (CTl); a Figura 9(b), a
ampliacéo dos principais picos; e a Figura 10, o espectro de massas, do produto
obtido da derivatizacéo do extrato de glandula de E. lignosellus com “DMDS’,
obtidos na coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm; 0,25 nm).

O pico 1 (Figura 9(a) e (b)) apresentou tempo de retencdo igual a
18,325 min e o pico 2 (Figura 9(a) e (b)), igua a 18,387 min. Em ambos os
casos, 0s tempos de retencdo dos picos desconhecidos estdo proximos ao dos
padrbes sintéticos de acetato de hexadecenila derivatizados com “DMDS’ e

cromatografados sob as mesmas condicoes.
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Figura 9 - a) CTI (cromatograma total de ions) obtido com extrato hexanico da
glandula do feroménio de Elasmopalpus lignosellus, derivatizado
com “DMDS’, usando-se uma coluna capilar de silica fundida,
DB-1. 30 m x 0.25 mm; 0,25 mm. b) Ampliagdo dos picos
identificados.



Na Figura 10(a) esta representado o espectro de massas do pico 1 (Figura
9(b)), que apresenta o ion molecular m/z 376 (M*, 5,0%) e fragmentos em m/z
231 ([CH3COOCoH»S]", 30%), m/z 145 ([CgHy/S]", 28%), m/z 171
([CH3COOCjH»S]" - CH3COOH, 5%), m/z 43 ([CH3CO]", 100%) e m/z 61
([CH3CO,H,]", 58%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos
e suas intensidades, indica ser o derivado de “DMDS’ do acetato de (Z)-9-
hexadecenila[(Z)-9-AHD].

Na Figura 10(b) esta representado o espectro de massas do pico 2 (Figura
9(b)), que apresenta o ion molecular m/z 376 (M*, 2,0%) e fragmentos em m/z
259 ([CH3COOC,H,.S]", 20%), m/z 117 ([CsH1sS]", 22%), miz 199
([CH3COOC,H»S]" - CH3COOH, 5,0%), m/z 43 ([CHsCQ]", 100%), m/z 61
([CH3CO,H,]*, 50%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos
e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de (Z2)-11-
hexadecenila[(Z)-11-AHD].

O extrato de glandula 3 de E. lignosellus quando analisado no CG-EM,
apresentou trés picos (5, 6 e 7) (Figura 7(b)), sendo previamente identificados
como (E)-9-AHD, (2)-9-AHD e (2)-11-AHD, respectivamente, atraves da
comparagao do tempo de retencéo relativo destes compostos com 0s respectivos
isdmeros sintéticos do acetato de hexadecenila. Nao foi possivel identificar o
composto (E)-9-AHD por meio da derivatizagdo do extrato com “DMDS’ e
posterior andlise em “CG-EM”, pois este ndo foi detectado. Isto € possivel, pois
existem relatos na literatura (ATTYGALLE et a., 1995 e 1996a; SVATOS et d.,
1996), em que foi identificado um composto contendo trés posicdes de dupla
ligacdo em um acetato triinsaturado [acetato (3E, 8Z, 11272)-tetradec-3,8,11-ila.
No entanto, apos ser feita a derivatizagdo do composto com “DMDS’ e a andlise
no “CG-EM”, s6 foi possivel identificar duas posicdes da dupla ligacdo na
estrutura [(2)-8-TDA e (E)-3-TDA]. Entretanto, foram identificados as trés
posicOes, por meio da derivatizacdo dos padrdes de acetatos monoinsaturados,

com a mesma posi¢do da duplaligagéo, referente ao composto.
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Figura 10 - @) Espectro de massas do pico 1 - derivado de “DMDS’. b) Espectro
de massas do pico 2 - derivado de“DMDS’.

Os resultados aqui obtidos sGo completamente diferentes dos obtidos por
LYNCH et a. (1984), em que foi relatada a identificacdo de 10 compostos (2
acetatos de tetradecenila, 2 acetatos de hexadecenila, 2 dcoois tetradecenol e 2
acoois hexadecenol, 1 acetato de tetradecanila e 1 acetato de hexadecanila), nos
extratos de glandulas de E. lignosdllus, nos EUA. Isto € possivel afirmar porque
nos extratos analisados foram identificados somente dois compostos presentes no
relato de LYNCH et a. (1984), sendo eles 0 (2)-9-ATD e (2)-11-AHD. Assim,
acredita-se que hga diferenca na composicao ou na proporcado dos diferentes

componentes do feromoénio sexual das populagdes de elasmo entre duas
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diferentes localidades geogréficas, como é o caso entre EUA e Brasil, ou que

exista alguma subespécie dessa praga.

3.3. Atividade biologica dos extratos de glandula de feroménio de E.
lignoselussem “CG-DEA”

3.3.1. Extrato deglandula 1

3.31.1 Andlisel

A Figura 11 mostra o cromatograma-€l etroantenograma, obtido no “CG-
DEA”, utilizando coluna capilar de silica fundida SP 2340 (30 m x 0,25 mm;
0,25 mm).

Com o resultado obtido na Figura 11, foi comparado o tempo de retencéo
do pico 1 obtido no “CG-DEA” com o tempo de retencéo dos possiveis isdmeros
dos acetatos (E)-10, (E)-11, (E)-12, (2)-11 e (Z)-12-hexadecenila previamente
identificados no “CG-EM” e analisados no “CG-DEA”.

Dessa forma, conseguiu-se comprovar que o componente que apresentou
atividade na antena do inseto (pico 1) (Figura 11) foi o acetato (Z)-hexadec-11-
enila[(2)-11-AHD], e a antena do inseto respondeu ativamente a esse composto

no eletroantenograma.

3.3.1.2. Andlise 2

As Figuras 12 e 13 mostram o cromatograma, obtido na coluna DB-5
(30 m x 0,32 mm; 0,25 mm), em andlise feitano “CG-DEA”.

O pico 1 (Figura 12) apresentou tempo de retencéo (21,04 min) mais
proximo do acetato de (Z)-9-tetradecenila sintético (21,07 min) (Figura 13); e 0
pico 2 (Figura 12) apresentou tempo de retencdo (24,55 min) mais proximo do
acetato (Z)-11-hexadecenila (24,55 min) (Figura 13), cromatografado sob as

mesmas condigdes no “CG-DEA”.
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Figura 12 - Cromatograma obtido no “CG” com extrato hexanico da glandula do
ferombnio de Elasmopalpus lignosellus, usando-se uma coluna
capilar de silicafundida, DB-5 (30 m x 0,25 mm).
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Figura 13 - Cromatograma obtido no “CG” com mistura de padrdes de acetatos
sintéticos [(Z)-9-ATD e (2)-11-AHD], usando-se uma coluna
capilar de silicafundida, DB-5 (30 m x 0,32 mm; 0,25 nm filme).

As Figuras 14 e 15 mostram 0s cromatogramas-eletroantenogramas,

obtidos no “CG-DEA”, utilizando coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x

0,32 mm; 0,25 nm), no laboratério de Sintese de Feromdnios (DEQ-UFSCar/Séo
Carlog/SP).
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Observando a Figura 14 notam-se duas respostas obtidas no “CG-DEA”,
picos 1 e 2, apartir do extrato de E. lignosallus.

Comparando as Figuras 14 e 15, conseguiu-se comprovar que 0 COmposto
(Z2)-11-AHD (pico 2), antes identificado, mostrou-se novamente ativo a antena
do inseto (macho) no “CG-DEA”. Entretanto, conseguiu-se pela primeira vez
identificar a presenca do composto (Z)-9-ATD (pico 1) em um extrato de
glandula através do “CG-DEA” e, a0 mesmo tempo, comprovar que esse é
também um composto ativo, por meio da resposta obtida na antena de E.
lignosellus (“CG-DEA”), pela andlise feita com os padrdes sintéticos (Z)-9-ATD
e (Z2)-11-AHD (Figura 15).

div (Filt: 163, Ch 2: 2 rmvidiv (Filt 167, Horz: 3 minddiv

T T T T T T T T T T
-1.38 1.62 4. 62 T G2 10632 13.62 16.62 19 63 2 EZ 2562 2862

tempo (min.)

Figura 15 - Cromatograma-eletroantenograma obtido com padrdes (Z2)-9-ATD e
(2)-11-AHD, usando-se uma coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0,32 mm; 0,25 mm).

3.4. Analise das respostas dos padrdes sintéticos na antena de E. lignosellus
(macho) através de “Puffs’, no eletr oantenograma

As Figuras 16, 17 e 18 mostram os compostos candidatos ao feromonio
sexual de E. lignosellus, obtidos a partir da analise dos isdmeros dos padrdes de
acetato de dodecenila (ADD), acetato de tetradecenila (ATD) e acetato de
hexadecenila (AHD).
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Na série do acetato de dodecenila (ADD), nenhum dos 19 isdbmeros
testados provocou resposta nitida, indicando assim que os acetatos de dodecenila
n&o mostraram atividade na antena do inseto (Figura 16).

Na série do acetato de tetradecenila (ATD), o acetato (Z)-9-tetradecenila
[(Z2)-9-ATD] provocou amaior resposta relativa na antena do inseto conectada no
“DEA” (Figura 17), sugerindo que o composto podera ser um forte candidato a
componente da mistura feromonal. E importante notar que a resposta provocada
por este composto esta muito acima das respostas dos demais isOmeros.

Da mesma forma, para a série do acetato de hexadecenila (AHD), o
acetato de (Z)-11-hexadecenila [(Z)-11-AHD] provocou a maior resposta relativa
na antena do inseto conectada no “DEA” (Figura 18). Estes dois compostos, pela
sua atividade na antena do macho de E. lignosellus, sdo fortes candidatos a
mistura feromona. No entanto, h4 a possibilidade de que a antena perceba
determinado composto, mas provoque comportamento diferente da atracdo
desgjada.

O “puff” feito no detector de eletroantenografia, com a série de padrbes
sintéticos dos acetatos monoinsaturados aqui mencionados, € uma forma de
eliminar compostos que apresentam grande quantidade de isdbmeros em uma
mesma série de padrdes, através das respostas obtidas na antena do inseto
conectada no eletroantenograma. Isso também foi relatado na literatura, por
diversos autores, como identificacdo de feromonio de insetos (HILL et a., 1979;
CHRISTENSEN et a., 1990; HO et al., 1996).
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4. RESUMO E CONCLUSAO

Por meio da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (“CG-EM”), foram identificados trés acetatos presentes em extratos de
glandulas de ferombnio sexual de fémeas virgens de E. lignosellus. (E)-hexadec-
8-enila ou (E)-hexadec-9-enila, (Z2)-hexadec-9-enila e (Z)-hexadec-11-enila.
Entretanto, somente os dois ultimos foram confirmados pela técnicade “DMDS’,
utilizada para confirmag&o da posi¢éo da duplaligacéo carbono-carbono.

Utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
eletroantenografia (“CG-DEA™), foi possivel verificar a atividade do acetato (2)-
hexadec-11-enila na antena do inseto, aém de propiciar a descoberta de um
acetato biologicamente ativo [(2)-tetradec-9-enilal, que ndo havia sido detectado
no “CG-EM”.

Pode-se verificar que a identificacdo dos compostos candidatos a
feromonio de insetos da ordem L epidoptera nem sempre € possivel somente por
“CG-EM”. Entretanto, somente o0s bioensaios poderdo afirmar a atividade
biol 6gica dos acetatos identificados.

Neste trabalho, foram estudados extratos de glandula de E. lignosellus,
com o objetivo de identificar o feromoénio sexual deste inseto aqui no Brasil, ja
que o feromonio de E. lignosellus identificado nos EUA (LYNCH et al., 1984)
ndo demonstrou atividade para esse inseto brasileiro (PIRES et al., 1992). Até o
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momento, sO foi possivel identificar quatro acetatos presentes nos extratos, dos
quais dois mostraram-se ativos a antena do inseto no “CG-DEA”. Entretanto,

ainda ndo se pode afirmar a atividade biol 6gica desses compostos.
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CAPITULO 2

DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES DE ACETATOS
MONOINSATURADOS SIMILARESA FEROMONIOS DE INSETOSEM
CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

RESUMO

SILVA, Alexsandro Araujo da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2001. Determinacdo das propriedades de acetatos monoinsaturados
similares a feromoOnios de insetos em cromatografia gasosa e
espectrometria de massas. Orientador: Gulab Newandram Jham.
Conselheiros: Paulo Afonso Viana e Evaldo Ferreira Vilela

Os tempos de retencdo em cromatografia gasosa (t;) de 76 acetatos
lineares monoinsaturados (19 dodecenila, 23 tetradecenila, 22 hexadecenila e 12
octadecenila) foram obtidos em trés colunas capilares de fases estacionéarias, com
polaridades diferentes [DB-1 (apolar), Supelcowax-10 (polar) e SP 2340
(altamente polar)]. Nenhuma das colunas foi capaz de separar todos 0s isdmeros
de uma cadeia determinada. Em geral, a melhor separagdo por cromatografia
gasosa foi obtida na coluna SP 2340. Assim, estes dados foram utilizados na
identificacdo preliminar de acetatos presentes em extratos de Pseudal etia sequax
(Lepidoptera: Noctuidae). Os compostos previstos completamente por meio da
comparacao entre os tempo de retencdo se mostraram subseqiientemente corretos

através da determinacdo de padréo de fragmentagéo em espectrometria de massas
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de derivados de “DMDS’. Também foram determinados padroes de

fragmentacéo em espectrometria de massas destes 76 isdOmeros.
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ABSTRACT

SILVA, Alexsandro Araujo da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, April,
2001. Determination of gas chromatographic and mass spectrometric
properties of a large collection of pheromone-like unsaturated acetates.
Adviser: Gulab Newandram Jham. Committee members. Paulo Afonso Viana
and Evaldo FerreiraVilela.

Gas chromatographic retention times (t;) of 76 linear monounsaturated
acetates were determined in three capillary columns on three stationary phases of
different polarity [DB-1 (non-polar), Carbowax (Supelcowax-10) (polar) and SP
2340 (highly polar)] (dimensions: 30 m x 0,25 mm; 0,25 mm), using GC-MS
(Shimadzu QP5000). None of the three columns evaluated was able to separate all
the isomers of a given chain length in an analytically useful manner. Of the three
phases, chromatography on the SP 2340 column provided the best separation of
isomers. Therefore, relative retention times (rt;) of authentic standards recorded
from the SP 2340 column were used in the preliminary identification of acetates
present in the pheromonal glands of Pseudaletia sequax (L epidoptera: Noctuidag).
The compounds predicted entirely by retention time data were subsequently shown
to be correct by the determination of the mass spectraof their dimethyl disulfide
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(DMDYS) derivatives. The mass spectral fragmentation patterns of these 76

acetates were also determined.
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1. INTRODUCAO

Misturas de ferombnio tém sido identificadas e relatadas para varias
espécies de insetos que economicamente sdo prejudiciais a agricultura. 1sso
ocorre, em especial, com insetos da ordem Lepidoptera e Hymenoptera (LANNE
et al., 1985), que usam acetatos, dcoois e aldeidos insaturados de cadeia linear
longa, com 12-20 aomos de carbonos, como componentes de seus sinais
guimicos, liberados durante a comunicacao intra-especifica. Estes compostos séo
usualmente encontrados em quantidades que variam de picogramas a
microgramas por individuo, dependendo das espécies.

Acetatos monoinsaturados presentes em extratos de feroménio sdo
freqientemente identificados comparando-se o0 tempo de retencdo dos
compostos, com o tempo de retencdo dos padrdes, em colunas capilares com
fases estacionarias de diferentes polaridades, e por meio da formagdo de
derivados de “DMDS’ (BUSER et al., 1983; VICENTI et a. 1987,
ATTYGALLE et a., 1996ab; GRIEPINK et al., 1996; PEPE et al., 1997),
seguindo para aidentificagdo dos compostos por “CG-EM”.

Ferombnios contendo compostos poliinsaturados também podem ser
identificados pelo método de reducdo com NH,NH,/H,O, a compostos

monoinsaturados e posterior formacéo de derivados de “DMDS’, a fim de
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determinar as posi¢des das duplas ligagdes (ATTYGALLE et al., 1995 e 19964;
SVATOS et al., 1996)

O tempo de retencdo (KOUTEK et al., 1992, 1997) e o indice de retencéo
de Kovats (MARQUES et al., 2000) de varios acetatos monoinsaturados foram
relatados. No entanto, suas utilidades para identificacdo de feromoénio, ndo foram
avaliadas.

Razbes de fragmentos de espectros de massas foram relatadas para varios
padroes de acetatos monoinsaturados (HORIIKE et a., 1981; HORIIKE e
HIRANO, 1987; LEBEDEVA et a., 1991). LANNE et a. (1985) utilizaram
razdbes das intensidades do espectro de massas de alguns acetatos
monoinsaturados, de 12-16 atomos de carbono, para distinguir isdmeros
posicionais e as aplicaram na identificacdo de acetatos desconhecidos em
feromonio de insetos. No entanto, esse método ndo pode distinguir isdmeros
geomeétricos.

Assim, apesar da importancia dos acetatos monoinsaturados na
identificagdo de feromdnio em lepidopteros, existe pouca informagdo no que se
refere a fragmentagéo em espectro de massas destes padrdes. Também ndo ha
informac&o completa sobre o uso de melhor coluna capilar, capaz de separar a
maior parte dos isdmeros desses acetatos.

Somente alguns laboratorios tém acesso aos padroes auténticos de todos
0S possiveis isdmeros de acetatos monoinsaturados; assim, a construgdo de um
banco de dados dos espectros de massas desses acetatos seria muito Util.

Dessa forma, serdo relatados aqui dados de tempo de retencdo referentes
aos isdmeros Z/E dos 76 acetatos monoinsaturados comercializados, com 99% de
pureza (IPP, Holanda): acetato de dodecenila (19), acetato de tetradecenila (23),
acetato de hexadecenila (22) e acetato de octadecenila (12), obtidos em trés
colunas capilares de silica fundida (30 m x 0,25 mm) de diferentes polaridades:
DB-1 (apolar - J e W Scientific), Supelcowax-10 (polaridade intermediéria -
Supelco) e SP-2340 (altamente polar - Supelco). Os dados foram obtidos em um
“CG-EM” (Shimadzu QP5000), com auto injetor, um sistema de deteccdo
quadrupolar e um sistema para aquisicdo de dados (Class 5000). Os dados de
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espectro de massas para o0s padrfes de acetatos foram utilizados para criagéo de
um banco de dados, atualmente inexistente naliteratura

Os dados de tempo de retencéo e espectro de massas foram aplicados para
identificacdo de acetatos presentes em extratos hexanicos de glandulas de E.
lignosellus e P. sequax. A confirmacédo de cada composto similar ao feroménio
de P. sequax e E. lignosellus foi feita reagindo os extratos com “DMDS’ e
analisando-os posteriormente em “CG-EM”.

A tilidade do banco de dados criado foi confirmada atraves da
identificagdo de acetatos presentes em extratos de glandula de P. sequax e de E.

lignosellus, pragas que causam danos econdmicos a varias culturas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Extracao do feromonio

A extracdo do feromdnio de glandula de E. lignosellus e P. sequax foi

feita de acordo com o descrito no item 2.2. - capitulo 1 deste trabal ho.

2.2. Instrumentacao

Os padrbes e extratos preparados foram analisados em um “CG-EM”
QP5000, com um sistema quadrupolar de deteccéo, e “GC-17A” com auto-
injetor (AOC-17) da Shimadzu e um sistema de aquisi¢éo de dados Class 5000.

2.3. Preparacéo dos padr des para analise

Os acetatos monoinsaturados de 12-18 carbonos foram adquiridos, com
99% de pureza (IPP, Holanda), tendo cada isbmero cerca de 100 mg ou 100 ..
Conseguiu-se um total de 76 acetatos monoinsaturados, sendo divididos em 19
acetatos de dodecenila (ADD), 23 acetatos de tetradecenila (ATD), 22 acetatos
de hexadecenila (AHD) e 12 acetatos de octadecenila (AOD).

95



De cada padréo concentrado de acetato monoinsaturado foi retirada uma
aliquota de 1 nL (1 mg) e dissolvida em 1 mL de hexano P.A., bidestilado,
contido em um frasco de vidro de 1,5 mL, previamente rotulado. Posteriormente,
foi retirada uma aliguota de 5 L. (5 ng) de cada solucéo preparada e adicionada
em frascos de vidro, previamente rotulados, contendo 1 mL de hexano P.A.,
bidestilado, obtendo-se assim solucdes-padrdes com concentragdes de 5 ng/ni,
sendo injetado 1 nL (5 ng) de cada padréo no “CG-EM”, conforme condicoes
descritas no Quadro 1. Em cada frasco foram adicionados dois padroes de
hidrocarbonetos, tetradecano (C,4) e octacosano (C,g), com concentracao final de
5 ng/nL, com a finalidade de se calcular o tempo de retencdo relativo de cada
composto, em cada coluna.

Cada padréo foi injetado cinco vezes no “CG-EM”, de modo que se
obtivesse a média do tempo de retencdo e das intensidades relativas de seus
respectivos espectros de massas.

A média dos dados de espectros de massas obtidos de cada padrdo de
acetato monoinsaturado foi utilizada para a criagéo de um banco de dados, no
software CLASS 5000 do programa do “CG-EM”, de modo que auxiliasse na

identificagdo de compostos desconhecidos similares ao feroménio de inseto.

2.4. Determinacdo do tempo de retencéo e padrdo de fragmentacdo dos
acetatos monoinsatur ados analisadosem “CG-EM”

A andlise e determinacao do tempo de retencéo e a obtengdo dos espectros
de massas de todos os padrbes injetados no “CG-EM” foram realizadas nas

condicdes descritas no Quadro 1.

2.5. Criagdo do banco de dados dos acetatos monoinsaturados de 12-18
atomos de carbono

O espectro de massas de cada acetato analisado foi arquivado em uma
biblioteca no software CLASS 5000 do programa do “CG-EM”, a fim de se
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avaliar sua utilidade na identificagcdo desses acetatos em extratos de glandulas de

E. lignosellus e P. sequax.

2.6. | dentificacao dos compostos desconhecidos presentes nos extr atos brutos
de glandulas de Elasmopal pus lignosellus e Pseudal etia sequax, injetados
no“CG-EM”

A identificagdo dos compostos desconhecidos presentes nos extratos foi
feita da seguinte forma:

1) Por meio da comparagdo do tempo de retencdo dos compostos
desconhecidos com o tempo de retencdo dos padrdes sintéticos anteriormente
analisados.

2) Por meio da comparagéo dos fragmentos de massas dos compostos
presentes nos extratos com os fragmentos de massas dos padrdes pré-analisados e
arquivados em uma biblioteca no software do “CG-EM”.

3) Pela derivatizacdo dos extratos com “DMDS’ e posterior analise no
“CG-EM”, sob as condic¢des descritas no Quadro 2.

4) Por meio da confirmag&o dos acetatos identificados nos extratos de E.
lignosellus e P. sequax através do banco de dados desenvolvido no “CG-EM”.

2.7. Preparo de derivados e condicdes de andlise

Os compostos (padrdes) foram analisados com cinco repeticdes, por um
“CG-EM” QP5000 em splitless, com um sistema quadrupolar de deteccéo, e por
um “GC-17A” com auto-injetor (AOC-17) da Shimadzu e um sistema de
aquisicdo de dados Class 5000. Todos os compostos foram analisados em trés
colunas capilares de polaridades diferentes, de 30 m x 0,25 mm; 0,25 nm, (DB-1,
JeW Scientifc; Supelcowax-10, Supelco; SP 2340, Supelco ).

Os compostos similares a feromdnio identificados nos extratos analisados
foram confirmados através da formac&o de derivados com a adi¢éo de “DMDS’

(BUSER et al., 1983), de acordo com o procedimento descrito no capitulo 1.
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Quadro 1 - Condigdes de cromatografia gasosa/espectrometria de massas (“ CG-
EM”) usadas para andlise de padrdes de acetatos de dodecenila,
tetradecenila, hexadecenila e octadecenila e extrato bruto de
glandulas de feroménio de Elasmopalpus lignosellus e Pseudaletia

sequax

Parametros Condicoes

DB-1: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 mm filme
Colunas Supelcowax-10: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 nm filme
SP 2340: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 nm filme
Temperaturainicia 60°C-

(coluna)
Temperaturafinal DB-1: 280°C (5 min)
(coluna) Supel cowax-10: 240°C (10 min)

SP 2340: 230°C (1 min)

Variagdo datemperatura 6°C/min
Modo deinjecéo Flitless
Fluxo de gés 1 mL/min
Temperaturado injetor  220°C
Temperaturadainterface 250°C
Modo de ionizagdo Impacto de elétrons

Voltagem de aceleracdo 70 eV

Faixademassas (m/z) 29 - 400
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Quadro 2 - Condigbes de cromatografia gasosa/espectrometria de massas (“ CG-
EM”) usadas para andise de derivados de “DMDS’ dos extratos
brutos de glandulas de ferombénio de Elasmopalpus lignosellus e

Psedal etia sequax
Parametros Condicoes
Coluna DB-1: 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 nm filme
Temperaturainicia (coluna) 100°C
Temperaturafina (coluna) DB-1: 320°C (1 min)
Variagdo datemperatura 6°C/min
Modo de injecédo Hlitless
Fluxo de gés 1 mL/min
Temperatura do injetor 220°C
Temperatura da interface 280°C
Modo de ionizagdo Impacto de elétrons
Faixa de massas (m/z) 29 - 420
Voltagem de aceleracdo 70 eV
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados foram apresentados em trés partes:

1) Tempo de retencdo e padrdo de fragmentacdo dos acetatos
monoinsaturados analisados no “CG-EM”.

2) Utilizacdo do tempo de retencdo e padrédo de fragmentacdo para
identificacdo de acetatos em extrato de glandulas de P. sequax.

3) Utilizacdo do banco de dados para identificacdo de acetatos em

extratos de glandulas de P. sequax e E. lignosellus.

3.1. Tempo de retencdo e padrao de fragmentacdo dos acetatos mono-
insaturados analisadosem “CG-EM”

Acetatos monoinsaturados presentes em extrato de glandula de feromonio,
freqUentemente, sdo identificados comparando-se 0 tempo de retencdo dos
compostos no “CG”, em fases estacionérias de diferentes polaridades, com o

tempo de retencao de seus padroes.
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E possivel encontrar um total de 100 isdmeros dos acetatos ADD, ATD,
AHD e AOD, e seriaidea se todos 0s isOmeros pudessem ser separados em uma
ou mais colunas capilaresno “CG”.

As colunas utilizadas no experimento aqui relatado - DB-1 (J e W
Scientific, Supelcowax-10 (Supelco) e SP 2340 (Supelco) (Quadros 3 a 6), ambas
de 30 m x 0,25 mm e 0,25 nm - foram escolhidas para se determinar os tempos
de retencéo absoluto (t,) e relativo (rt;) dos padrbes de acetatos monoinsaturados
de 12 a 18 carbonos, pelo fato de essas fases estacionérias serem amplamente
utilizadas, sem saber o poder de resolucdo para isdmeros de acetatos
monoi nsaturados.

Todos os possiveis isomeros ADD e ATD foram avaliados, porém
somente 22 dos 27 isdmeros de AHD e 12 dos 31 isdmeros de AOD existentes
foram avaliados, em raz8do de o0s demas ndo estarem disponiveis
comercialmente.

Obteve-se excelente reprodutibilidade do tempo de retencéo relativo (rt,) e
do tempo de retencdo absoluto (t,) em todas as colunas utilizadas; no entanto, nas
trés colunas avaliadas, ndo foi possivel separar todos o0s isomeros dos padrdes de
acetatos aqui analisados.

Tendo-se injetado todos os padrfes disponiveis comerciamente de
acetatos monoinsaturados de 12 a 18 atomos de carbono, nas trés colunas com
fase estacionaria de polaridades diferentes - DB-1, Supelcowax-10 e SP 2340 -
necessitar-se-ia de uma coluna que melhor separasse os isdmeros quando
presentes em uma mistura, como, por exemplo, em um extrato bruto de
feromonio de glandulas.

Para avaliar a capacidade de separacdo de cada coluna, foram examinados
o rt, e ot (Quadro 3 a 6); se dois compostos adjacentes apresentassem uma
diferenca de 0,07 min, eram considerados resolvidos.

Verificou-se entdo que a coluna SP 2340 apresentou melhor poder de
separacdo, devido aos melhores resultados obtidos tanto nos cromatogramas
quanto nos dados de t, e rt;, além de apresentar melhor resolucéo (Rg) entre dois

picos adjacentes.
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Ouitros fatores levaram a esse resultado. Por exemplo, a andise do extrato
de glandula feita na coluna DB-1 apresentou apenas um pico na regido do tempo
de retencdo (t;) dos isdbmeros do acetato hexadecenila, enquanto na coluna SP
2340 0 mesmo extrato, apresentou trés picos na regido do acetato hexadecenila,
indicando que o Unico pico representado na DB-1, na verdade, eram trés
isOmeros do acetato hexadecenila que ndo foram separados pela DB-1, mas que 0
foram pela coluna SP 2340.

Entretanto, geralmente se torna necessario 0 uso das trés colunas com
fases estaciondrias de polaridades diferentes, para facilitar a identificacdo de
componentes de feromonio de insetos.

De acordo com os Quadro 3 a 6, nos quais tém-se os padrbes em ordem
crescente de eluicao a partir do tempo de retencéo relativo (rt;), verificou-se que a
ordem de eluicdo entre os padrdes de mesmo numero de carbono diferencia
guando se comparam os valores entre as colunas.

Dessa forma, aumenta-se a possibilidade de identificagdo de um composto
Nno caso de este ser um acetato monoinsaturado de mesmo ndmero de carbono,
presente em um extrato bruto de feroménio de glandula, quando obtido nas trés
colunas.

Os Quadros 3 a 6, a seguir, representam o tempo de retencéo absoluto (t,)
e 0 tempo de retencdo relativo (rt;) dos padrdes, em ordem crescente de e uicéo,
de acetatos monoinsaturados (Z e E): dodecenila (ADD), tetradecenila (ATD),
hexadecenila (AHD) e octadecenila (AOD).

O tempo de retencdo relativo (rt;) de cada padréo, obtido em cada coluna,
foi calculado atraves da subtracdo do tempo de retencédo absoluto de cada padréo
de acetato pelo tempo de retencdo do padrdo interno utilizado na andlise:

tetradecano (Cia).
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Quadro 3 - Tempo de retencdo (t;) e tempo de retencéo relativo (rt;), ambos em
ordem crescente de eluicéo, de acetatos (Z e E) de dodecenila
(ADD), em trés colunas capilares de polaridades diferentes

COLUNAS
DB-1 SUPELCOWAX-10 SP 2340
3 rte t, 3 rte t, B rte t,

PADROES | (min)| (min) PADROES (min) (min) PADROES |(min)| (min)

N°
1 (2)-4ADD | 3,46 | 17,66 (2)-4ADD 10,06 18,29 (2)-4ADD | 7,12 | 13,08
2 (2)-3ADD | 3,55 | 17,76 (E)-3ADD 10,13 18,36 (E)-3ADD | 8,62 | 12,80
3 (2)-5ADD | 3,57 | 17,77 (2)-3ADD 10,18 18,41 (E)-4ADD | 8,76 | 12,93
4 (2)-6ADD | 3,58 | 17,77 (E)-4ADD 10,22 18,45 (2)-3ADD | 8,83 | 13,02
5 (E)-3ADD | 3,61 | 17,78 (2)-5ADD 10,28 18,51 (2)-2ADD | 8,87 | 13,05
6 (E)-5ADD | 3,64 | 17,80 (2)-2ADD 10,29 18,51 (E)-5ADD | 8,93 | 13,09
7 (E)-4ADD | 3,65 | 17,81 (E)-5ADD 10,31 18,54 (E)-6ADD | 9,00 | 13,17
8 (2)-2ADD | 3,67 | 17,88 (E)-6ADD 10,33 18,56 (E)-7ADD | 9,03 | 13,20
9 (E)-6ADD | 3,69 | 17,85 (2)-6ADD 10,35 18,57 (E)-8ADD | 9,06 | 13,23
10| (-7ADD | 3,70 | 17,90 (E)-7ADD 10,39 18,62 (2-5ADD | 9,13 | 13,31
11| (E)}-7ADD |3,72| 17,88 (E)-8ADD 10,41 18,64 (E)-2ADD | 9,19 | 13,36
12| (E)-sADD | 3,76 | 17,93 (2)-7ADD 10,47 18,69 (E)-9ADD | 9,20 | 13,36
13 11ADD 3,81 | 18,00 (E)-9ADD 10,59 18,82 (2)-6ADD 9,21 | 13,39
14| (2-8ADD | 3,81 | 18,01 (2)-8ADD 10,62 18,84 (2-7ADD | 9,32 | 13,50
15| (E)}-9ADD | 3,86 | 18,02 (2)-9ADD 10,78 19,00 (2)-8ADD | 9,43 | 13,61
16 | (E)-2ADD | 3,90 | 18,06 11ADD 10,78 19,01 (E)-10ADD | 9,53 | 13,69
17| (@2-9ADD | 3,92 | 1812 (E)-2ADD 10,82 19,05 (2)-9ADD | 9,55 | 13,73
18| (E)-10ADD | 4,03 | 18,19 (E)-10ADD 10,99 19,22 11ADD 9,55 | 13,74
19| (2)-10ADD | 4,27 | 18,47 (2)-10ADD 11,34 19,56 (2)-10ADD | 9,99 | 14,18
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Quadro 4 - Tempo de retencdo (t;) e tempo de retencéo relativo (rt;), ambos em
ordem crescente de eluicdo, de acetatos (Z e E) de tetradecenila
(ATD), em trés colunas capilares de polaridades diferentes

COLUNAS
DB-1 SUPELCOWAX-10 SP 2340
B rt, t, 3 rt, t, 3 rt, t,

PADROES (min) [ (min) PADROES (min) (min) PADROES | (min) | (min)

NO
1 (2)-4ATD 7,29 |21,49 (2)-4ATD 13,61 21,83 (2-4ATD | 9,22 | 15,71
2 (2)-6ATD 7,32 |2152 (E)-3ATD 13,70 21,92 (E)-3ATD | 11,29 | 15,47
3 (2)-5ATD 7,35 |21,55 (2)-3ATD 13,75 21,97 (E)-4ATD | 11,41 | 15,57
4 (2)-7TATD 7,38 | 21,58 (E)-4ATD 13,77 22,00 (2)-3ATD | 11,48 | 15,67
5 (2)-3ATD 7,39 | 21,59 (2)-5ATD 13,77 22,00 (2)-2ATD | 11,53 | 15,71
6 (E)-5ATD 7,43 | 21,59 (2)-6ATD 13,78 22,00 (E)-5ATD | 11,55 | 15,72
7 (E)-3ATD 7,44 |21,60 (E)-6ATD 13,82 22,05 (E)-6ATD | 11,58 | 15,75
8 (2)-8ATD 744 | 21,64 (E)-5ATD 13,83 22,06 (E)-TATD | 11,59 | 15,76
9 (E)-6ATD 7,46 | 21,62 (E)-7ATD 13,83 22,07 (E)-8ATD | 11,67 | 15,83
10 | (E)-7ATD 7,46 |21,63 (2)-7ATD 13,85 22,07 (2)-5ATD | 11,71 | 15,89
11| (E)-4ATD 7,47 |21,63 (2)-2ATD 13,85 22,08 (E)-9ATD | 11,73 | 15,89
12| (E)-8ATD 7,49 |21,66 (E)-8ATD 13,89 22,12 (E)-10ATD | 11,73 | 15,89
13| @-2ATD 750 |[21,71 (2)-8ATD 13,94 22,17 (2)-6ATD | 11,74 | 15,92
14| (@-9ATD 7,54 |21,73 (E)-9ATD 13,97 22,20 (2-7ATD | 11,82 | 16,00
15| (E)-9ATD 7,56 |21,72| | (E)-10ATD | 13,99 22,22 (E)-2ATD | 11,82 | 15,99
16 | (E)-10ATD 7,60 |21,77 (2)-9ATD 14,05 22,28 (E)-11ATD | 11,85 | 16,02
17 13ATD 7,64 21,83 | (E)-11ATD | 14,14 22,37 (2)-8ATD | 11,89 | 16,08
18 | (2)-10ATD 7,66 |21,85]| | (2-10ATD | 14,19 22,41 (2)-10ATD | 12,09 | 16,27
19| (B)-11ATD 7,67 |21,83 13ATD 14,33 22,55 (2)-9ATD | 12,13 | 16,32
20| (B)-2ATD 7,70 21,85 | | (2-11ATD | 14,34 22,56 (E)-12ATD | 12,16 | 16,32
21| (2-11ATD 7,75 |21,95 (E)-2ATD 14,34 22,57 (2)-11ATD | 12,18 | 16,36
22 | (E)-12ATD 7,83 | 21,99 (E)-12ATD 14,52 22,74 13ATD 12,19 | 16,37
23| @-12ATD 8,07 [2226| | (2-12ATD | 14,86 23,09 (2)-12ATD | 12,61 | 16,79




Quadro 5 - Tempo de retencdo (t;) e tempo de retencéo relativo (rt;), ambos em
ordem crescente de eluicéo, de acetatos (Z e E) de hexadecenila
(AHD) em trés colunas capilares de polaridades diferentes

COLUNAS
DB-1 SUPELCOWAX-10 SP 2340
; Ity t, 3 Ity t, 3 Ity t,

PADROES | (min) | (min) PADROES (min) (min) PADROES | (min) | (min)

NO
1 (2-6AHD | 10,78 | 24,98 (2)-4AHD 16,92 25,14 (E)-3AHD | 13,76 | 17,93
2 (2-4AHD | 10,80 | 25,00 (E)-3AHD 16,99 25,22 (E)-4AHD | 13,86 | 18,03
3 (2-7AHD | 10,81 | 25,01 (2)-6AHD 17,02 25,24 (2)-3AHD | 13,94 | 18,12
4 (2)-5AHD | 10,83 | 25,02 (2)-5AHD 17,04 25,26 (E)-5AHD | 13,98 | 18,14
5 (2)-8AHD | 10,83 | 25,03 (2)-3AHD 17,05 25,28 (2)-4AHD | 13,98 | 18,15
6 (2-9AHD | 10,88 | 25,08 (2)-7TAHD 17,05 25,27 (E)-7AHD | 13,99 | 18,16
7 (2)-3AHD | 10,90 | 25,10 (E)-4AHD 17,06 25,29 (E)-6AHD | 13,99 | 18,16
8 | (E)}-5AHD | 10,91 | 25,07 (E)-6AHD 17,08 25,30 (E)-8AHD | 14,04 | 18,20
9 (E)-7AHD 10,91 | 25,07 (E)-7AHD 17,08 25,31 (E)-9AHD 14,07 | 18,23
10 (E)-8AHD 10,92 | 25,08 (2)-8AHD 17,09 25,32 (2)-5AHD 14,10 | 18,29
11| (E)-6AHD | 10,92 | 25,08 (E)-8AHD 17,10 25,33 (2)-6AHD | 14,12 | 18,30
12| (E)-3AHD | 10,93 | 25,10 (E)-5AHD 17,10 25,33 (E)-10AHD | 14,12 | 18,28
13| (E)-4AHD | 10,95 | 25,12 (E)-9AHD 17,14 25,37 (2-7AHD | 14,17 | 18,35
14| (2-10AHD | 10,96 | 25,16 (2)-9AHD 17,15 25,38 (E)-11AHD | 14,18 | 18,34
15| (E)-9AHD | 10,96 | 25,13 (E)-10AHD 17,19 25,43 (E)-12AHD | 14,19 | 18,35
16 | (E)-10AHD | 10,99 | 25,16 (2)-10AHD 17,25 25,47 (2)-8AHD | 14,20 | 18,38
17| (2)-11AHD | 11,04 | 25,24 (E)-11AHD 17,26 25,49 (2)-9AHD | 14,27 | 18,46
18 | (E)-11AHD | 11,04 | 2521 (E)-12AHD 17,28 25,51 (E)-13AHD | 14,28 | 18,44
19| (E)}-12AHD | 11,09 | 25,25 (2)-11AHD 17,35 25,58 (2)-10AHD | 14,34 | 18,53
20| (E)-13AHD | 11,14 | 25,31 (E)-13AHD 17,42 25,64 (2)-11AHD | 14,42 | 18,61
21| (2-12AHD | 11,15 | 25,34 (2)-12AHD 17,49 25,71 (2)-12AHD | 14,52 | 18,71
22| (2)-13AHD | 11,24 | 25,43 (2)-13AHD 17,62 25,84 (2)-13AHD | 14,60 | 18,78
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Quadro 6 - Tempo de retencdo (t;) e tempo de retencéo relativo (rt;), ambos em
ordem crescente de eluicdo, de acetatos (Z e E) de octadecenila
(AOD), em trés colunas capilares de polaridades diferentes

COLUNAS

DB-1 SUPELCOWAX-10 SP 2340

B Ity t, B Ity t, B Ity t,
PADROES | (min) | (min) PADROES (min) (min) PADROES | (min) | (min)

NO

1 (2)-90DA | 14,00 | 28,20 (E)-30DA 20,05 28,28 (E)-30DA | 16,04 | 20,22
2 | (2-110DA | 14,09 | 28,29 (Z2)-90DA 20,11 28,33 (2)-30DA | 16,21 | 20,39
3 (E)-90DA | 14,10 | 28,26 (2)-30DA 20,12 28,34 (2)-20DA | 16,23 | 20,41
4 (2)-30DA | 14,11 | 28,31 (E)-90DA 20,14 28,37 (E)-90DA | 16,27 | 20,43
5 | (E)-30DA | 14,13 | 28,29 (E)-110DA 20,20 28,43 (E)-110DA | 16,34 | 20,51
6 | (E)-110DA | 14,16 | 28,32 (2)-20DA 20,21 28,43 (2)-90DA | 16,42 | 20,61
7 (2)-20DA | 14,20 | 28,41 (2)-110DA 20,22 28,45 (E)-130DA | 16,43 | 20,59
8 (E)-130DA | 14,23 | 28,40 (E)-130DA 20,31 28,54 (E)-20DA 16,47 | 20,64
9 (2)-130DA | 14,25 | 28,44 (2)-130DA 20,41 28,64 (2)-110DA | 16,51 | 20,70
10 | (E)-150DA | 14,32 | 28,49 (E)-150DA 20,44 28,67 (E)-150DA | 16,52 | 20,68
11| (E)-20DA | 14,34 | 28,49 (E)-20DA 20,61 28,84 (2)-130DA | 16,67 | 20,85
12 | (2)-150DA | 14,42 | 28,59 (2)-150DA 20,65 28,88 (2)-150DA | 16,83 | 21,02

MARQUES et a. (2000) determinaram o indice de retencdo de Kovats
para os padroes de acetato de dodecenila (ADD), tetradecenila (ATD),
hexadecenila (AHD) e octadecenila (AOD) em duas colunas capilares, uma
apolar (DB-5) e outra intermediariamente polar (Carbowax 20). Entretanto,
aquele estudo teria aplicagdo limitada, pois ndo pode ser aplicado na
identificacdo de acetatos em extratos de glandulas de insetos, pelo fato de nédo

conter dados de espectro de massas, fato confirmado na presente tese.

3.2. Utilizacdo do tempo de retencdo e padrao de fragmentacdo para
identificacéo de acetatos em extrato de glandulas de P. sequax

Para confirmar que os dados deste trabalho podem ser muito Uteis na
prévia ou total identificacdo de acetatos monoinsaturados de 12 a 18 atomos de
carbono, utilizar-se-a aqui, como exemplo, a andlise de extrato de glandula de
feroménio P. sequax sob as mesmas condices de andlise utilizadas para os

padrdes de acetatos sintéticos.
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3.2.1. Analises em extratos de glandulas de Pseudal etia sequax

Nas Figuras 1 e 2, encontram-se 0 cromatograma total de ions e a
ampliagcdo do cromatograma, respectivamente, de uma amostra de extrato bruto

de feromonio de glandulas de P. sequax, utilizando uma coluna SP 2340.

Tempo (min.) 20

Figura 1 - Cromatograma total de ions (CTI) de extrato de Pseudaletia sequax,
obtido na coluna SP 2340 (30 m x 0,25 mm; 0,25 nm).

my

m 0

TICI* 1.0
20

Tempo (min.) 18

Figura 2 - Ampliagdo do extrato de glandula de feroménio de Pseudaletia
sequax, obtido na coluna SP 2340 (30 m x 0,25 mm; 0,25 nm).

O espectro de massas (Figura 3) correspondente ao pico 2 (Figura 2)
apresenta o pico-base m/z 43 [CH3;CO'], o que, em conjunto com outros
fragmentos caracteristicos e suas intensidades, indica ser um acetato. A perda do
acido acético a partir do ion molecular M™ (ndo-detectado) leva ao aparecimento
do ion [Cy,H45] " de m/z 166. A molécula de écido acético, ao ser protonada, gera
o fon m/z 61 [CH3CO,H,]" de baixa intensidade relativa (10%). Esses ions

indicam que o pico 2 é um acetato de hexadecenilalinear.
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O pico 2 (Figura 2) apresenta tempo de retencéo relativo (9,38 min), mais
proximo de um acetato dodecenila sintético (Quadro 3) cromatografado sob as
mesmas condi¢oes.

Comparando o tempo de retencdo relativo do pico 2 (Figura 2), com o
tempo de retencdo relativo dos padrdes sintéticos de acetato de dodecenila, dois
possivels isomeros (Quadro 3) sdo candidatos a serem a substancia representada
pelo pico 2 (Figura 2), sendo eles os acetatos de: (Z)-dodec-7-enila (9,32 min) e
(2)-dodec-8-enila (9,43 min), conforme Quadro 3.

Comparagdes com o tempo de retencdo relativo de todos os isdmeros do
acetato de (Z)/dodecenila e (E)/dodecenila foram feitas como mostra a Quadro 3.

Quando se compara 0 espectro de massas do pico 2 (Figura 3) com o
espectro de massas do acetato dodecenila sintético (Figura 4), nota-se uma
acentuada analogia.

O espectro de massas (Figura 5) correspondente ao pico 3 (Figura 2)
apresenta o pico-base m/z 43 [CH3;CO'], o que, em conjunto com outros
fragmentos caracteristicos e suas intensidades, indica ser um acetato. A perda do
acido acético a partir do ion molecular M™ (ndo-detectado) leva ao aparecimento
do fon [CiH2]™ de m/z 194. A molécula de &cido acético, ao ser protonada,
gera o ion m/z 61 [CH;CO,H,]", de baixa intensidade relativa (10%). Esses ions
indicam gue o pico 3 € um acetato de hexadecenilalinear.

O pico 3 (Figura 2) apresenta tempo de retencéo relativo (11,83 min),
mais proximo de um acetato de tetradecenila sintético (Quadro 4)
cromatografado sob as mesmas condicoes.

Comparando o tempo de retencdo relativo do pico 3 (Figura 2) com o
tempo de retencdo relativo dos padrdes sintéticos de acetato de tetradecenila,
quatro possiveis isdmeros (Quadro 4) sdo candidatos a serem a substancia
representada pelo pico 3 (Figura 2), sendo eles os acetatos de: (E)-tetradec-2-
enila (11,82 min), (2)-tetradec-7-enila (11,82 min), (2)-tetradec-8-enila (11,89
min) e (E)-tetradec-11-enila (11,85 min), conforme Quadro 4.
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Figura 3 - Espectro de massas do pico 2 (Figura 2).
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Figura 4 - Espectro de massas de um acetato de dodecenila (padréo).

A comparagdo com o tempo de retencéo relativo de todos os isdmeros do
acetato de (2)/tetradecenila e (E)/tetradecenila foi feita conforme mostrado no
Quadro 4.

Quando se compara o0 espectro de massas do pico 3 (Figura 5) com o

espectro de massas do acetato de tetradecenila sintético (Figura 6), nota-se uma
acentuada analogia.
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Figura 5 - Espectro de massas do pico 3 (Figura 2).
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Figura 6 - Espectro de massas de um acetato de tetradecenila (padr&o).

Os espectros de massas (Figuras 7, 8 e 9), correspondentes aos picos 8, 9 e

10, respectivamente, apresentam o pico-base m/z 43 [CH3;CO'], o que, em

conjunto com outros fragmentos caracteristicos e suas intensidades, indica ser um

acetato. A perda do &cido acético a partir do ion molecular M* (n&o-detectado)
leva ao aparecimento do ion [CigH3o] ™ de m/z 222. A molécula de &cido acético,
a0 ser protonada, gera o ion m/z 61 [CH3;CO,H,]", de baixa intensidade relativa

(10%). Esses ions indicam que os picos 5, 6 e 7 sd0 acetatos de hexadecenila

linear.
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Os picos 8, 9 e 10 (Figura 2) apresentam, respectivamente, tempo de
retencdo relativo igual a 14,12, 14,35 e 14,45 min, mais proximo de um acetato
de hexadecenila sintético (Quadro 5) cromatografado sob as mesmas condicoes.

Comparando o tempo de retencéo relativo (rt;) dos picos 8, 9 e 10 (Figura
2) com o tempo de retencéo relativo dos padrdes sintéticos (Quadro 5), tém-se as
seguintes possibilidades para os compostos desconhecidos, podendo estes ser 0s
isbmeros: (2)-6, (2)-7, (2)-8, (E)-10, (E)-11 e (E)-12-AHD, para o pico 8; (2)-10,
(2)-11 e (E)-13-AHD, parao pico 9; e (2)-11 e (Z)-12-AHD, para o pico 10.

Comparagdes com o tempo de retencdo relativo de todos os isdmeros do
acetato (Z)/hexadecenila e (E)/hexadecenila foram feitas, como mostra o Quadro
5.

Quando se compara o espectro de massas dos picos 8, 9 e 10 (Figuras 7, 8

e 9) com o espectro de massas do acetato de hexadecenila sintético (Figura 10),
nota-se uma acentuada analogia.
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Figura 7 - Espectro de massas do pico 8 (Figura 2).
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Figura 8 - Espectro de massas do pico 9 (Figura 2).
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Figura 9 - Espectro de massas do pico 10 (Figura 2).
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Figura 10 - Espectro de massas de um acetato de hexadecenila (padr&o).
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3.2.2. Confirmacao da posicao da dupla ligacdo dos acetatos presentes nos
extratos de P. sequax

Foi necessario confirmar a posicdo exata da dupla ligacdo em cada
composto previamente identificado a partir do tempo de retencéo relativo (rt,).
Isso foi efetuado através da derivatizacdo do extrato cru de feromoénio de
glandulas, com “DMDS’ (CH3;S-SCHy), e posterior andlise em “CG-EM”, sob as
condicOes descritas no Quadro 2, em coluna DB-1, por ser ndo-polar e com
grande resisténcia a altas temperaturas (aproximadamente 320°C).

A derivatizacdo com “DMDS’ é uma forma de reagdo especifica para
determinacéo de dupla ligacdo, em que ha adicdo de dois radicais do tipo —SCH;
nos carbonos insaturados.

Nas Figuras 11 e 12, tém-se 0 cromatograma total de ions e a ampliagéo
do cromatograma, respectivamente, do extrato de feromoénio de glandula
derivatizado com “DMDS".

my

a0+

10 Tempo {min.} 20

Figura 11 - Cromatograma total de ions (CTI) do derivado de “DMDS’ do
extrato hexanico de glandula de feroménio de P. sequax - DB-1
(30 mx 0,25 mm; 0,25 nm).
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Figura 12 - Ampliagéo do derivado de “DMDS’ do extrato hexanico de glandula
de feromonio de P. sequax - DB-1 (30 m x 0,25 mm; 0,25 nm).

Na Figura 13 esta representado o0 espectro de massas do pico 23 (Figura
12), que apresenta o ion molecular m/z 320 (M”, 5%) e fragmentos em m/z 217
([CHsCOOCgHS]", 20%), m/iz 103 ([CsHuS]", 10%),.m/z 157
([CH3COOCgH15S]" - CH3COOH, 5%), m/z 43 ([CHsCO]",100%) e m/z 61
([CH3CO,H,]", 52%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos

e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de (Z)-dodec-8-
enila[(2)-8-ADD].
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Figura 13 - Espectro de massas do derivado de “DMDS’ do pico 23 (Figura 12).
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Na Figura 14 esta representado o0 espectro de massas do pico 25 (Figura
12), que apresenta o ion molecular m/z 348 (M*, 2,5%) e fragmentos em m/z 217
([CHsCOOCgHsS]", 8%), miz 131 ([C/HyS", 15%), m/z 157
([CH3COOCgH15S]" - CH3COOH, 5%), m/z 43 ([CHsCQO]", 100%) e m/z 61
([CH3CO,H,]", 47%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos
e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de (2)-tetradec-8-
enila[(2)-8-ATD].

1A mw'z 131
2 ! SCH;
= !.
% 41 /\/\MO ZHz
2 54 B1 ; Y
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3 71 i 217
£
131
0] ﬂﬂ? 19 qamer 7 ger za0 am 331 348
100 | 200 | 300 '

mfz

Figura 14 - Espectro de massas do derivado de “DMDS’ do pico 25 (Figura 11).

Na Figura 15 esta representado o0 espectro de massas do pico 31 (Figura
12), que apresenta o ion molecular m/z 376 (M*, 2,0%) e fragmentos em m/z 217
([CHsCOOCgHsS]", 10%), m/z 159 ([CoHeS]*, 12%), miz 157
([CH3COOCgH15S]" - CH3;COOH, 2,5%), m/z 43 100% ([CH5CO]", 100%) e m/z
61 ([CH3CO,H,]", 55%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos
caracteristicos e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de
(2)-hexadec-8-enila[(2)-8-AHD].
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Figura 15 - Espectro de massas do derivado de “DMDS’ do pico 31 (Figura 12).

Encontra-se representado na Figura 16 o espectro de massas do pico 33
(Figura 12), que apresenta o ion molecular m/z 376 (M™, 2,0%) e fragmentos em
m/z 259 ([CH3COOC,H,,S]", 35%), miz 117 ([CeH13S]", 20%), m/z 199
([CH3COOC,H»,S]" - CH3COOH, 8,0%), m/z 43 ([CH5CO]", 100%) e m/z 61
([CH3CO,H,]", 48%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos
e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de (Z)-hexadec-
11-enila[(2)-11-AHD].
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Figura 16 - Espectro de massas do derivado de “DMDS’ do pico 33 (Figura 12).
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Na Figura 17 esta representado o espectro de massas do pico 36 (Figura
12), que apresenta o ion molecular m/z 376 (M*, 3,0%) e fragmentos em m/z 273
([CH3sCOOC3Hx%S]", 25%), m/z 103 ([CsHyS]', 10%), m/z 213
([CH3COOC,3HxS]" - CHsCOOH, 10%), m/z 43 ([CH3CO]", 100%) e m/z 61
([CH3CO,H,]", 47%), 0 que, em conjunto com outros fragmentos caracteristicos
e suas intensidades, indica ser o derivado “DMDS’ do acetato de (2)-hexadec-
12-enila[(Z2)-12-AHD].
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Figura 17 - Espectro de massas do derivado de “DMDS’ do pico 36 (Figura 12).

O Quadro 7 representa os tempos de retencao absoluto (t,) e relativo (rt,)
dos acetatos identificados em extratos de glandulas de feromonio de P. sequax,
comparados com o tempo de retencéo relativo (rt;) dos padrdes de acetatos de
dodecenila, tetradecenila, hexadecenila e octadecenila (Quadros 3 a 6), e a

confirmac&o dos compostos através da derivatizacdo com “DMDS’.
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3.3. Utilizacdo do banco de dados para verificar a presenca dos acetatos
identificados nos extratos brutos de glandulas de Pseudaletia sequax e
Elasmopalpus lignosellus

KOUTEK et a. (1992 e 1997) determinaram as pressdes de vapor de
varios padrbes de acetatos (Z e E) monoinsaturados, de 12-16 atomos de
carbono. MARQUES et al. (2000) determinaram indice de retencdo de Kovats
para os isdmeros dos acetatos de dodecenila, tetradecenila e hexadecenila, em
duas colunas capilares de fases estacionérias diferentes (DB-5 e Carbowax).
HORIIKE et al. (1981); HORIIKE e HIRANO (1987); LEBEDEVA et al. (1991)
utilizaram dados de espectro de massas para determinar posi¢céo de dupla ligacéo
em acetatos monoinsaturados. Entretanto, estes estudos ndo foram aplicados para
identificacdo de compostos em extratos de insetos.

A identificagdo de compostos por meio de banco de dados de espectro de
massas € um método preliminar rapido, utilizado ha anos, como, por exemplo, na
identificagdo de drogas, praguicidas, entre outros. No entanto, esse banco néo
esta disponivel para identificacdo de feromdnios de |epidopteros e poderia ser
atil na identificacdo preliminar de acetatos monoinsaturados, similares a
feromonio de insetos.

A principio, um banco de dados de espectro de massas seria muito Gtil na
pré-identificacdo de acetatos monoinsaturados similares a feromonio. Entretanto,
devido a semelhanca nos espectros de massas desses compostos, a identificacdo
torna-se um tanto limitada.

O banco de dados de espectro de massas (WILLEY), arquivado no
sistema Class 5000 do “CG-EM”, ndo foi utilizado nesses estudos, pelo fato de
estar incompleto quanto ao nimero de isdmeros dos acetatos de dodecenila,
tetradecenila, hexadecenila e octadecenila.

Os resultados obtidos com a identificagéo de acetatos monoinsaturados em
extratos de P. sequax e E. lignosellus, através do banco de dados de espectro de
massas dos padroes de acetatos monoinsaturados de dodecenila (ADD),
tetradecenila (ATD), hexadecenila (AHD) e octadecenila (AOD), estéo

representados nos Quadros 8 e 9, respectivamente.
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Para o extrato de glandula de feroménio de P. sequax, o banco de dados
de espectro de massas, forneceu as seguintes possi bilidades (Quadro 8):

1) Pico 2 (Figura 2, item 3.2.1., cap. 2) - diversos isdmeros de acetato de
tetradecenila e hexadecenila, devido a presenca de fragmentos com
massa superior a massa do fragmento m/z 166 (M* - 60), proveniente
da perda de uma molécula de acido acético do ion molecular n&o-
detectado.

2) Pico 3 (Figura 2, item 3.2.1., cap. 2) - (2)-8-ATD, (2)-9-ATD, (2)-10-
ATD e (E)-3-ATD.

3) Pico 8 (Figura 2, item 3.2.1., cap. 2) - (£)-8-AHD, (2)-9-AHD, (2)-10-
AHD, (2)-11-AHD, (2)-12-AHD, (E)-10-AHD, (E)-11-AHD e (E)-12-
AHD.

4) Pico 9 (Figura 2, item 3.2.1., cap. 2) - (2)-9-AHD, (2)-10-AHD, (2)-11-
AHD, (2)-12-AHD, (E)-10-AHD, (E)-11-AHD e (E)-12-AHD.

5) Pico 10 (Figura 2, item 3.2.1., cap. 2) - (2)-11-AHD, (2)-12-AHD, (2)-
13-AHD e (E)-12-AHD.

Para o extrato de glandula de feroménio de E. lignosellus, o banco de
dados de espectro de massas forneceu as seguintes possibilidades (Quadro 9):
1) Pico 5 (Figura 7, item 3.1.3., cap. 1) - (2)-9-AHD, (2)-10-AHD, (2)-11-
AHD, (2)-12-AHD, (2)-13-AHD, (E)-10-AHD, (E)-11-AHD e (E)-12-
AHD.

2) Pico 6 (Figura 7, item 3.1.3., cap. 1) - (2)-9-AHD, (2)-10-AHD, (2)-11-
AHD, (2)-12-AHD, (E)-10-AHD, (E)-11-AHD e (E)-12-AHD.

3) Pico 7 (Figura 7, item 3.1.3., cap. 1) - (2)-9-AHD, (2)-10-AHD, (2)-11-
AHD, (2)-12-AHD, (E)-10-AHD, (E)-11-AHD e (E)-12-AHD e (E)-
13-AHD.
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Observando os Quadros 8 e 9, pode-se notar que os dados obtidos pelo
banco de dados de espectro de massas, dos compostos desconhecidos, presentes
em extratos de glandulas de ferombnio de P. sequax e E. lignosellus,
respectivamente, ndo foram totalmente compativeis com os resultados obtidos
através da comparacdo com o tempo de retencdo relativo (rt,) entre os compostos
desconhecidos e os padrdes de acetatos e seus respectivos espectros de massas.
Entretanto, em cada caso, o0 isdmero correto foi identificado.

A fata de mehor identificagdo se deveu a limitagdo do software
disponivel no sistema do “CG-EM”. Por exemplo, o sistema ndo permitiu
incorporar o tempo de retencéo dos padrdes, juntamente com a identificagdo com
0 banco de dados. Também n&o foi possivel escolher as faixas desgadas dos
espectros de massas dos picos presentes nos extratos de glandula, para
comparagao com 0 banco de dados. A inclusdo desses dois parametros citados
poderia levar a uma melhor identificacdo com relacéo ao que foi realizado neste
trabalho.

Apesar das limitacdes, os resultados obtidos dos compostos desconhecidos
quanto ao banco de dados € muito Util na identificagcdo de compostos similares a
ferombnio da ordem Lepidoptera, representando melhoria significativa na
identificacdo de acetatos utilizando razdoes de m/z (HORIIKE et al., 1981,
LANNE et a., 1985; HORIIKE e HIRANO, 1987; LEBEDEVA et al., 1991).
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4. RESUMO E CONCLUSAO

Neste trabalho, foi estudada a utilidade do tempo de retencéo relativo (rt,)
em trés colunas, espectro de massas e um banco de dados de espectro de massas
da maioria dos padrfes sintéticos de acetatos de dodecenila, tetradecenila,
hexadecenila e octadecenila, na identificacdo destes, em extratos de glandulas de
feromonio de E. lignosellus e P. sequax.

Dados de tempo de retencéo relativo (rt;), obtidos em coluna capilar SP
2340 (atamente polar) e espectro de massas, foram extremamente Uteis para
identificagdo dos acetatos presentes em extrato de glandula de P. sequax e E.
lignosellus, pois foi possivel reduzir significativamente o nUmero de isbmeros de
acetatos de dodecenila, tetradecenila e hexadecenila. Entretanto, a identificacéo
final dos acetatos presentes nos extratos, so foi possivel através da formagdo de
derivados de “DMDS".

A identificagdo dos acetatos presentes em extratos de glandulas de P.
sequax e de E. lignosellus, obtidos a partir do banco de dados, foi relatada pela
primeira vez na literatura. Este método mostrou ser relativamente eficaz, sendo
um avanco significativo sobre os métodos descritos na literatura, porém, inferior

ao método de identificacdo por tempo de retencéo relativo e “DMDS’".
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Quadro 1A - Tempo de retencdo dos padroes de acetato de (E) hexadecenila
(AHD), obtidos na coluna capilar de silica fundida DB-1 (30 m x
0,25 mm, 0,25 nm)

Composto Tempo de retencdo
E-2-AHD N&o-disponivel
E-3-AHD 25.478
E-4-AHD 25.529
E-5-AHD 25.480
E-6-AHD 25.482
E-7-AHD 25.479
E-8-AHD 25.485
E-9-AHD 25.532
E-10-AHD 25.559
E-11-AHD 25.614
E-12-AHD 25.660
E-13-AHD 25.807
E-14-AHD N&o-disponivel
E-15-AHD N&o-disponivel

Quadro 2 - Tempo de retencdo dos padroes de acetato de (Z) hexadecenila
(AHD), obtidos na coluna capilar de silica fundida DB-1 (30 m x
0,25 mm, 0,25 nm)

Composto Tempo de retencdo
Z-2-AHD N&o-disponivel
Z-3-AHD 25,477
Z-4-AHD 25,378
Z-5-AHD 25,409
Z-6-AHD 25,360
Z-7-AHD 25,390
Z-8-AHD 25,403
Z-9-AHD 25,430
Z-10-AHD 25,529
Z-11-AHD 25,629
Z-12-AHD 25,732
Z-13-AHD 25,816
Z-14-AHD N&o-disponivel
Z-15-AHD N&o-disponivel
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Quadro 3A - Vaores de espectrometria de massas por impacto de elétrons, dos
fragmentos que caracterizam a posicdo da dupla ligacdo, em
isdmeros de acetato de (Z e E) dodecenila (ADD), derivatizado

com “DMDS’
Posicdo da dupla fon molecular Principais fragmentos que caracterizam a posi¢do da dupla
ligag&o do acetato (M%) ligag&o
derivatizado com A* B* A" -60
“DMDS’
2 133 187 73
3 147 173 87
4 161 159 101
5 175 145 115
6 320 189 131 129
7 203 117 143
8 217 103 157
9 231 89 171
10 245 75 185
JAYIN N 259 61 199

Quadro 4A - Vaores de espectrometria de massas por impacto de elétrons, dos
fragmentos que caracterizam a posicdo da dupla ligacdo, em
iIsOmeros de acetato de (Z e E) tetradecenila (ATD), derivatizado

com“DMDS’
Posicdo da dupla Ion molecular Principais fragmentos que caracterizam a posi¢do da dupla
ligagdo do acetato (M%) ligagdo
derivatizado com A" B* A"-60
“DMDS’
2 133 215 73
3 147 201 87
4 161 187 101
5 175 173 115
6 189 159 129
7 348 203 145 143
8 217 131 157
9 231 117 171
10 245 103 185
11 259 89 199
12 273 75 213
JAY K] 287 61 227
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Quadro 5A - Vaores de espectrometria de massas por impacto de elétrons, dos
fragmentos que caracterizam a posicdo da dupla ligacdo, em
isdmeros de acetato de (Z e E) hexadecenila (AHD), derivatizado

com “DMDS’

Posicéo da dupla ion molecular Principais fragmentos que caracterizam a posi¢do da dupla

ligagdo do acetato (M%) ligagdo

derivatizado com A" B* A"-60

“DMDS’
2 133 243 73
3 147 229 87
4 161 215 101
5 175 201 115
6 189 187 129
7 203 173 143
8 376 217 159 157
9 231 145 171
10 245 131 185
11 259 117 199
12 273 103 213
13 287 89 227
14 301 75 241
AN15 315 61 255

Quadro 6A - Vaores de espectrometria de massas por impacto de elétrons, dos
fragmentos que caracterizam a posicdo da dupla ligacdo, em
iIsOmeros de acetato de (Z e E) hexadecenila (AHD), derivatizado

com“DMDS’

Posic¢do da dupla fon molecular Principais fragmentos que caracterizam a posi¢do da dupla

ligac&o do acetato (M%) ligagdo

derivatizado com A* B* A" -60

“DMDS’
2 133 271 73
3 147 257 87
4 161 243 101
5 175 229 115
6 189 215 129
7 203 201 143
8 217 187 157
9 404 231 173 171
10 245 159 185
11 259 145 199
12 273 131 213
13 287 117 227
14 301 103 241
15 315 89 255
16 329 75 269
N17 343 61 283
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