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RESUMO

Este trabalho de tese aborda aspectos da ecologia quimica de percevejos da
familia Phloeidae e a caracterizagao de oxirredutases do micro-organismo Bacillus
safensis, em dois capitulos distintos:

Capitulo I. Este trabalho revelou aspectos inéditos da ecologia quimica de
Phloeophana longirostris e Phloea subquadrata, duas espécies de percevejo da
familia Phloeidae. Esta familia, representada por apenas trés géneros e quatro
espécies, é caracterizada por apresentar cuidado maternal com ovos e ninfas e
camuflagem sobre o tronco das arvores hospedeiras. O objetivo deste trabalho foi
localizar, identificar e caracterizar os principais compostos volateis emitidos por
percevejos e verificar a relagdo destes com as arvores hospedeiras. Os resultados
revelaram que os insetos, apds estimulo fisico, liberam aldeidos e hidrocarbonetos
insaturados, oxoaldeidos e ésteres como compostos majoritarios. Além disso, foi
possivel discriminar compostos caracteristicos de cada grupo estudado. Capitulo
Il. Na segunda parte deste trabalho, foi explorada a atividade enzimética do micro-
organismo Bacillus safensis isolado do petréleo brasileiro. Esse micro-organismo
apresenta um arsenal enzimatico capaz de degradar compostos organicos
aromaticos. O objetivo deste trabalho foi purificar, isolar e identificar oxirredutases
presentes na cepa (CFA06) de Bacillus safensis. Através dessa bactéria Gram-
positiva, altamente resistente a radiagdo ultravioleta, foi possivel identificar duas
oxirredutases, sendo uma delas inédita. A oxirredutase inédita, aqui denominada
de BsP315, apresenta 21 kDa e ferro e molibdénio ligados a essa proteina. Além
dessa oxirredutase, uma catalase, aqui denominada de BsCat, também foi
identificada.
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ABSTRACT

This thesis investigates the chemical ecology aspects of the Phloeidae stink bugs
and the characterization of the Bacillus safensis’s oxidoreductases in two separate

chapters:

Chapter I. This study revealed novel aspects of the chemical ecology of
Phloeophana longirostris and Phloea subquadrata from Phloeidae family. This
family, has only three genders and four species with characteristic maternal care of
eggs and nymphs and camouflage on the trunk of the host tree. The aim of this
study was to the identification of major volatile compounds produced by the stink
bugs and their relationship with the host trees. The results revealed that after
physical stimulation, the insects release aldehydes and unsaturated hydrocarbons,
esters and oxoaldehyde as major compounds. These volatile compounds were
important in the discrimination of male, female and nymphs of each species.
Chapter Il. In the second part of this research, we investigated the enzymatic
activity of the micro-organism Bacillus safensis isolated from Brazilian oil. This
micro-organism has an enzymatic arsenal capable of degrading aromatic organic
compounds. The aim of this study was to purify, isolate and identify
oxidoreductases present in strain (CFA06) Bacillus safensis. Through this Gram-
positive bacterium, highly resistant to ultraviolet radiation, it was possible to identify
two oxidoreductases. The novel oxidoreductase, here named BsP315 has 21 kDa
and iron and molybdenum bound to its catalytic site, additionally we have isolated
a catalase here named BsCat.
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DEPT o
enhancement by polarization transfer)
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético
El Impacto de elétrons
ESI lonizacao por eletrospray (electrospray ionization)
eV Elétron volt
FAD Dinucleotideo de flavina e adenina
FPLC Cromatografia liquida rapida de proteinas (fast protein liquide chromatography)
FR Fator resposta
HSQC Correlacdo heteronuclear de 'He '*C a uma ligagdo (hetero single quantum
coherence)
Hz Hertz
Espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente acoplado
ICP-MS . .
(inductively couple plasma mass spectrometry)
IRMS Raz&o isotdpica por espectrometria de massas (isotope-ratio mass spectrometry)
v Infravermelho
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J Constante de acoplamento

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (liquid chromatography

LC-MS mass spectrometry)

M Multipleto

MS/MS Experimentos de espectrometria de massas em sequéncia

m/z Razao massa/carga

NAD Nicotinamida adeninadinucleotideo oxidado

NADH Nicotinamidaadenina dinucleotideo reduzido

NADP Nicotinamida adeninadinucleotideo fosfatooxidado

NADPH Nicotinamida adeninadinucleotideo fosfato reduzido

NMR Ressonancia magnética nuclear (nuclear magnetic resonance)

PDB Banco de dados de proteinas (protein data bank)

Pl Ponto isoelétrico

PLS-DA Ahéli'se_ discriminat'éria por quadrados minimos parciais (partial least squares
discriminant analysis)

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonilo (phenylmethane sulfonyl! fluoride)

Q Quadrupolo

Rf Fator de retengao

R Coeficiente de correlagao

RPM Rotagéo por minuto

S Simpleto

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecilsulfato de sédio
(sodium dodecyl-sulphate poliacrilamide gel electrophoresis)

SPME Microextracdo em fase sélida (solid phase micro extraction)

T Tripleto

TEMED N,N’,N N’- tetrametilenodiamina

THF Tetraidrofurano

Tris 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol

TMS Tetrametilsilano

TOF Tempo de voo, do inglés time of flight
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CAPITULO I

Ecologia Quimica de Percevejos da Familia Phloeidae






Capitulo | — Introducdo

1. INTRODUCAO

A comunicacado quimica é universalmente utilizada pelos seres vivos, em
todos os niveis da organizagéo bioldgica, incluindo regulagédo de células, 6rgéos e
interagdes ecoldgicasentre os individuos.! Os sinais quimicos sdo capazes de
transmitir uma grande quantidade de informagdes que norteiam as relacées de um
ecossistema.? Nesse contexto, a ecologia quimica se destaca como a ciéncia que
estuda esses sinais responsaveis pela comunicagado entre os mais variados tipos
de organismos.®

De maneira geral, os seres vivos percebem o mundo através de pequenas
moléculas que carregam informacdes para o reconhecimento de parceiros e
presas além de caracteristicas especificas do ambiente, como as fontes de
alimentos, sitios de desova, entre outros.* Os compostos quimicos envolvidos
nessa comunicacdo sao denominados semioquimicos, geralmente produzidos
pelo préprio organismo a partir das rotas biossintéticas, ou incorporados via
alimentac&o.’

De acordo com o alvo de acdo, esses semioquimicos podem ser
organizados em dois subgrupos: feroménios e aleloquimicos. Os feroménios estdo
envolvidos na comunicagdo entre individuos de uma mesma espécie
(intraespecifico) e de acordo com a sua funcéo, eles podem ser classificados em:
sexuais, de alarme, de trilha, entre outros. J& os aleloquimicos, promovem a
comunicacao entre individuos de espécies diferentes. Adicionalmente, a relacao
custo/beneficio para o emissor e o receptor, permite dividir esse grupo em:
cairoménios (beneficiam o receptor), aloménios (beneficiam o emissor) e

sinoménios (beneficiam ambos, receptor e emissor).®

' Penn, D.J. Chemical Ecology: From Gene to Ecosystem. Dordrecht: Springer. 2006.

® Dicke, M.; Takken, W. Chemical Ecology: From Gene to Ecosystem. Springer. 2006.

8 Bergstrom, G. Pure Appl. Chem.2007, 79, 2305-2323.

4 Leal, W.S. Pheromone Reception. InTopics in Current Chemistry. 2005, 240, 1-36.

® Chapman, R.F.The Insects Structure and Function. 4" Ed.Cambridge University Press.1998.
® Wyatt, T. D. Pheromones and Animal Behaviour. Cambridge University Press. 2003.
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1.1. Aspectos da Biologia de Percevejos

A classe dos insetos (Insecta) faz parte do filo Arthropoda, e reune mais de
cinco milhdes de espécies com aproximadamente um milhdo ja descritas. Os
representantes dessa classe possuem corpo segmentado em trés partes distintas
(cabega, térax e abdémen) cobertas por cuticula. Na cabeca estao localizados os
principais 6rgdos sensoriais como: par de antenas; o aparelho bucal (sugador,
mastigador, triturador e lambedor) e olhos ou ocelos. O térax € o centro locomotor
de algumas classes de insetos, onde se encontra a maioria das glandulas.’

A ordem dos Hemipteros compreende cerca de 67.500 espécies descritas,
distribuidas em trés subordens: Sternorrhyncha, Auchenorrhyncha e Heteroptera.
Os heteropteras, conhecidos como percevejos, sao espécies hemimetabolas, ou
seja, apresentam um ciclo de vida com metamorfose incompleta, passando por
trés fases distintas: ovos, ninfas e adultos.® As ninfas, em muitos casos,
assemelham-se a fase adulta, mas ndo possuem asas e 6érgaos reprodutivos
funcionais. As mesmas apresentam cinco estagios de desenvolvimentos distintos
denominados de instares. A maioria dos grupos apresenta glandulas odoriferas
localizadas na regiao do térax que sado responsaveis pelo armazenamento dos
compostos de defesa. Uma caracteristica evolutiva desses individuos € a
modificacdo do aparelho bucal (mandibula e maxilar) para uma estrutura,
denominada estilete perfurante, capaz de perfurar tecidos (geralmente vegetais) e
sugar os liquidos (normalmente seiva) como estratégia para alimentacéo.®

A superfamilia Pentatomoidae, € composta por aproximadamente 7.000
espécies descritas, distribuidas em 14 familias das quais 10 (Pentatomidae,
Scutelleridae, Cydnidae, Corimelaenidae, Phloeidae, Acanthosomatidae,
Canopidae, Dinidoridae, Tessaratomidae e Megarididae) ocorrem na regiao
Neotropical. Entre os pentatoméideos, a forma do corpo predominante é a
ovalada, de tamanho médio a grande, em alguns grupos a forma do corpo é quase

" Gillott, Cedric. Entomology. 3%°. University of Saskatchewan, Canada. 2005.
® Lundgren,J.G. Biological Control. 2011. doi:10.1016/j.biocontrol.2011.02.009.
° Martin, J.; Webb, M. Hemiptera: It's a Bug's Life. Natural History Museum. 2010.
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indistinta do local de abrigo.'® Alguns grupos apresentam antenas com cinco ou
trés segmentos divididos em: escapo, pedicelo e flagelo (Figura 1).

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da antena de macho de Phloea subquadrata,
apresentagdo os trés segmentos: escapo (A), pedicelo (B) e flagelo (C). (Foto: Francine Souza
Alves Fonseca).

Individuos jovens e adultos possuem mandibulas modificadas do tipo
agulha, capazes de retirar seu alimento dos fluidos (seiva) presentes nas variadas
partes da planta (raizes, caule, folhas, flores e sementes). O grau do dano
causado a planta devido a alimentagédo do inseto dependera do seu estagio de

desenvolvimento no momento do ataque.

1.2. Familia Phloeidae

Os insetos pertencentes a familia Phloeidae apresentam o corpo achatado,
com expansoes lobadas e foliaceas, olhos divididos em uma porgéo dorsal e outra
ventral, e antenas triarticuladas, inseridas anteriormente aos olhos e encobertas
pelas expansoes cefalicas.

As principais diferengas entre os géneros incluem a forma dos lobos
cefélicos, o comprimento do rostro (aparelho bucal) e do escutelo (térax) e da
genitalia de ambos os sexos.''Essa familia é relativamente pequena, composta

1% Schuh, R.T.; Slater, J.A.True bugs of the world (Hemiptera: Heteroptera). Cornell University
Press, London.1995.
" Bernardes, J. L. C. lheringia. 2005, 95, 415-420.
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por trés géneros e quatro espécies: Phloeophana longirostris, Phloea corticata e
Phloea subquadrata. Sao encontradas exclusivamente na América do Sul, com
registros principalmente no Brasil, desde o Para até o Rio Grande do Sul.'?

Esses insetos, considerados sub-sociais, se alimentam diretamente do
sistema vascular de suas plantas hospedeiras, particularmente dos vasos
condutores de floema. As fémeas apresentam o cuidado parental com os ovos e
com as ninfas dos primeiros instares, e alguns individuos apresentam uma
tendéncia de permanecerem em grupos.®

Os primeiros estudos sobre os aspectos ecolégicos envolvendo as espécies
Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris sdo relativamente recentes.'*'®
Esses percevejos vivem sobrecascas de arvores, apresentando mimetismo
criptico com a planta hospedeira. Essa caracteristica permite que o inseto fique
camuflado, conferindo protecao frente aos predadores, sendo esta a sua principal
estratégia de defesa.”® Outro tipo de defesa relacionado & superfamilia dos
Pentatomoidae é o comportamento de tanatose, ou seja, ele fica como se
estivesse morto em épocas especificas do ano para afastar os predadores.’ Nao
existe na literatura relatos da defesa quimica dos insetos pertencentes a familia
Phloeidae.

Phloea subquadrata € um inseto da familia Phloeidae, endémico do Brasil,
que se mantém associado as espécies da familia Myrtaceae. O ciclo de vida de
Phloea subquadrata, que dura cerca de um ano, transcorre sobre o caule das
plantas hospedeiras, protegidos pela coloracao criptica. As fémeas exibem
cuidado maternal sobre os ovos, e as ninfas permanecem fixadas ao seu
abddmen até poucos dias ap6s a primeira muda (Figura 2). Os individuos jovens

passam entdo a viver em grupos nos caules, das plantas hospedeiras. '

'“Grazia, J. et. al. Pentatomoidea. 1999,104-110.

'3 Guilbert, E. Eur.J.Entomol.2003, 61-63.

14 Salomao, A. T. Dissertagdo de Mestrado, Instituto de Biologia, UNICAMP, 2007.
19 Postali, T.C. Dissertagcdo de Mestrado, Instituto de Biologia, UNICAMP, 2009.
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Figura 2. Individuos de Phloea subquadrata. A: fémea. B: par de antenas do macho. C: regiao
dorsal da cabega do macho (Fotos: Francine Fonseca).

Phloeophana longirostris € uma espécie de percevejo que vive sobre
troncos de arvores que geralmente apresentam liquens associados a essas
plantas. O corpo desse inseto € altamente modificado de maneira a ficar indistinto
do substrato. As ninfas de 1° instar, no entanto, s&o esbranquicadas e
permanecem aderidas ventralmente ao abdémen materno. A partir do 2° instar,
até a fase adulta, esses percevejos apresentam-se dispersos e com coloracao
semelhante ao tronco da arvore hospedeira (Figura 3).

Figura 3. Individuos de Phloeophana longirostris em seu habitat natural A: Ninfa de 4° instar sobre
planta hospedeira. B: Fémea camuflada sobre a casca da arvore. (Fotos: Francine Fonseca).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram identificar os compostos volateis que
caracterizam os individuos jovens e adultos de duas espécies de percevejo,
Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris. Além disso, determinar as
glandulas responsaveis pelo armazenamento dos compostos nos diferentes
estagios de desenvolvimento desses percevejos. Finalmente, correlacionar os

volateis liberados pelos percevejos as plantas hospedeiras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor compreensdo do texto a seguir, todos 0s compostos
identificados na Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris (adultos e ninfas),
foram organizados em duas tabelas. A Tabela 3 refere-se aos compostos volateis
de Phloea subquadrata, numerados de 1 ao 56, de acordo com os indices de
retencdo. Os compostos da Tabela 4, se referem a Phloeophana longirostris, e
foram organizados mantendo-se a numeragdo sequencial da Tabela 3 e incluindo
0s novos compostos detectados somente nessa espécie. Essa numeracao é
seguida ao longo deste capitulo. O indice de retencdo dos compostos e as

estruturas quimicas sdo apresentados no Anexo 6.

3.1. Composicao Quimica do Extrato Total de Phloea subquadrata

A andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) do extrato total de Phloea subquadrata permitiu identificar os compostos
mais abundantes dos individuos jovens e adultos verificando-se as alteracdes
relacionadas ao estagio de desenvolvimento desta espécie. De maneira geral, os
hidrocarbonetos saturados undecano (37) e tridecano (50), e o aldeido insaturado
(E)-2-hexenal (10), sdo caracteristicos dos individuos jovens e adultos desta
espécie (Figura 4).

Os hidrocarbonetos saturados de 10 a 14 carbonos sdo normalmente
encontrados nos extratos de varias espécies de percevejos como compostos
majoritarios. Curiosamente, na espécie em estudo, Phloea subquadrata, o
undecano (37) é o composto predominante. No entanto, para a espécie
Tessaratoma papillosa o tridecano (50) é encontrado em 47% nas fémeas e 51,8%
nos machos.'® Esses compostos podem atuar como surfactantes, perturbando a
camada lipidica da cuticula de predadores e, quando misturados a outros
compostos, como os aldeidos insaturados, podem apresentar funcao

'®Li, R.; et. al. Neotrop. Entomol. 2012,41, 278-28.
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feromonal.'’Além disso, é reportado que esses hidrocarbonetos alifaticos atuam
como solventes, modulando a evaporagao dos outros compostos presentes nas

secrecgdes.'®
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Figura 4. Cromatogramas de ions totais (CG-EM) dos compostos presentes no extrato total dos
insetos analisados. Condicao de andlise: 40°C (3min), seguida de 10°C/min até 290°C.

O composto (E)-2-octenal (32), abundante nas ninfas, apresenta um odor
forte e irritante que predomina nos extratos dos individuos jovens. Para outras
espécies de percevejo, esse composto é também encontrado em ninfas, sendo
majoritario nos estagios juvenis mais avancados (4° e 5° instares), apresentando
funcdo de alarme e defesa contra predacdo.” Especificamente, nos

7 Gunawardena, N.E.; Herath, H.M.W.K.B.J. Chem. Ecol.1991, 17-12.
18 Aldrich, J.R. Ann. Rev. Entomol. 1988, 33, 211, 238.
% | eal, W. S.; et. al.J. Chem. Ecol. 1995, 21, 7.
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cromatogramas obtidos através das analises das ninfas, foram detectados quatro
compostos de m/z 224, ainda desconhecidos, que apresentam o dobro da massa
do (E)-4-oxo-2-hexenal (19, m/z 112).

No preparo dos extratos dos individuos adultos, principalmente de machos,
um aroma Frutal adocicado foi exalado das amostras. O composto responsavel
por essa caracteristica € o acetato de (E)-2-hexenila (28), detectado apenas nos
adultos.?’ Este composto, pela sua caracteristica olfativa, levou a identificagdo do
mesmo entre os constituintes dos feroménios sexuais de machos da espécie
Oncopeltus fasciatus.?!

Todos os compostos encontrados nos extratos dessa espécie Phloea
subquadrata (aldeidos insaturados, hidrocarbonetos saturados, ésteres e acidos
organicos) sao comumente encontrados em varias espécies da subordem

heteroptera (Figura 5).2

0._0
/::<L_ g N 0 \\J/N\éfx\v/o 0
-0 WO \)WO \f
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Figura 5. Compostos detectados nos extratos totais de individuos de Phloea subquadrata.

3.1.1. Quantificacao dos compostos presentes no extrato total

Para realizar os bioensaios, foi necessario quantificar os compostos
majoritarios presentes no extrato total de individuos jovens e adultos de Phloea
subquadrata.

2 Zhang, Q.; Aldrich, J. J. Chem. Ecol. 2003, 298, 1835-1851.
21 Aldlich, J. R; et. al. Chemoecol. 1999, 9, 63-71.
2 Bergmann, J.; Gonzéalez, A.; Zarbin, P. H. G.J. Braz. Chem. Soc.2009, 20, 7, 1206-1219.
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Portanto os fatores resposta (FR) e os coeficientes de correlagcéo (R) foram
obtidos através de curvas de calibracdo para os sete compostos de interesse a
partir de padrdes sintéticos (

Tabela 1).

Tabela 1. Figuras de mérito para os compostos de interesse

Compostos FR® R?
Cariofileno 0,226 0,999
Dodecano 0,294 0,996
Undecano 0,316 0,993

Decano 0,335 0,993
2-(E)-hexenal 0,405 0,990
2-(E)-octenal 0,424 0,998

acetato de (E)-2-hexenila 0,483 0,996

°FR relativo a concentracio do padrao interno (dodecanal) (0,248 mg-mL™).

As curvas de calibracdo foram obtidas considerando-se seis niveis de
concentracdo em relagdo a uma concentracao fixa de padrao interno (dodecanal
0,248 mg-mL™"), injetadas em triplicata. As curvas foram entdo obtidas por
regressdo linear e R? foi considerado como uma estimativa da qualidade das
curvas obtidas, quanto mais préximo de 1,0 menor a dispersao do conjunto de
pontos experimentais em relacdo a reta obtida e menor a incerteza dos fatores
resposta estimados (Anexo 138).

Dentre os hidrocarbonetos alifaticos que foram quantificados, o undecano
(37) foi 0 mais abundante em todos os individuos analisados, seguido dodecano
(10), No entanto, o dodecano (42) s6 foi detectado e quantificado nas ninfas. O
acetato de (E)-2-hexenila (28), quantificado apenas nos adultos, apresentou nas
fémeas uma quantidade significativamente maior em relagdo a quantidade desse
composto nos machos (Tabela 2).

14
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Tabela 2. Quantificacdo dos compostos majoritarios (em mg/g de inseto) de
Phloea subquadrata

Ninfas®

Compostos Fémeas? Machos® .

(2°, 3° e 4° instares)
(E)-2-hexenal 2,3310,84 0,23 £ 0,05 0,39+0,53
decano 0,11+0,03 0,06 +0,00 0,04 +0,01
acetato de (E)-2-hexenila 6,19 £ 3,83 0,4 +0,30 -

(E)-2-octenal - - 1,9741,20
undecano 11,34 + 3,77 8,85+ 0,40 4,88 £2,61
dodecano - - 0,8+0,50

(-) compostos ndo detectados por CG-EM. 2Valores médios referentes a 6 individuos; 2Valores
médios referentes a 4 individuos; *Valores médios referentes a 18 individuos.

Esses dados serao utilizados em teste de campo de maneira a revelar a
funcao dos compostos.

3.2. Composi¢oes Quimicas dos Volateis

Os compostos volateis de Phloea subquadrata foram coletados por duas
técnicas diferentes: o headspace dinamico, utilizando o polimero Porapak-Q®, com
fluxo de ar controlado; e headspace estatico com o uso da micro-extracdo em fase
sélida (SPME). No entanto, como a técnica de headspace estatico por (SPME) se
apresentou mais eficiente, somente ela foi utilizada para coleta dos volateis da
espécie Phloeophana longirostris.

3.2.1. Headspacedinamicodos volateis de Phloea subquadrata

A técnica de headspace dinamico foi empregada, por ser uma das mais
utilizadas na coleta dos volateis de insetos. A pré-concentragdo dos compostos
volateis foi realizada em um adsorvente constituido de etilvinilbbenzeno
entrecruzado com divinilbenzeno, comercialmente conhecido por Porapak-Q®.23

Os extratos obtidos por dessorcdo com solvente organico (acetato de etila)
foram submetidos a analise por CG-EM. Os resultados, no entanto revelaram que

% Byrne, K.; et. al.J. Chem. Ecol.1975, 1, 7-1.
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partes dos compostos presentes nos cromatogramas tratavam-se de produtos da

decomposicao do adsorvente (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de ions totais (CG-EM) dos volateis utilizando PorapaK- Q e seus
produtos de decomposicdo. Condicdes de andlise: 40 °C (3 min), seguida de 10 °C-min™" até 290
°C. Numeragéao dos picos no cromatograma conforme a Figura 7.
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Figura 7. Compostos detectados por CG-EM provenientes da decomposi¢édo do Porapak-Q®.

Através da analise da amostra controle (branco), em comparagdo com 0s
volateis detectados nas fémeas, foi possivel identificar alguns produtos que podem
ser provenientes da decomposicdo do adsorvente. Esses compostos foram

identificados pela comparacéao dos espectros de massas obtidos, com a biblioteca
Wiley 275. Entre eles podemos destacar o propionato de etila (115), tolueno (116),

butirato de etila (117),

16

1,3-dietilbenzeno (118),

4-gtil-benzaldeido (119), 1-(4-
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etilfenil)-etanona (120) e a 1-(3-etilfenil)-etanona (121). Alguns desses compostos
ja foram relatados como artefatos provenientes do Porapak-Q®.2425

Apesar dos produtos de decomposicdo (Figura 7), foi possivel verificar a
presenca de alguns compostos no cromatograma (Figura 6) na regido de 15 a 17
minutos que foram detectados apenas na amostra dos volateis da fémea. De
acordo com os espectros de massas e o0 indice de retengdo, trata-se dos
seguintes compostos: a-copaeno (84), B-elemeno (86), B-aromadendreno (90) e a-
aromadendreno (91) (Figura 8).

Nenhum desses sesquiterpenos é comum aos hemipteros, no entanto eles
sdo encontrados em diferentes ordens como lepdoptera (a-aromadendreno),
coledptera, himendptera e diptera (a-copaeno e o B-elemeno).?® Além de serem
encontradas nos insetos, essas moléculas contemplam um grupo de volateis
liberados pelas plantas, como defesa quimica, em resposta ao ataque de

insetos.?’
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Figura 8. Ampliagdo dos cromatogramas de ions totais (CG-EM) da Figura 6 da regido de
compostos volateis exclusivos das fémeas. Em azul a andlise controle (branco) e em preto, analise
da fémea de Phloea subquadrata. Numeragao dos picos conforme Anexo 6 e Tabela 3.

Nos individuos machos, nenhum composto foi detectado (Anexo 5), porém
nos volateis das ninfas de 5° instar foram detectados o (E)-4-oxo-2-hexenal (19),

2 Sturaro, A.; Parvoli,G.; Doretti, L. Chomatographia. 1992, 33, 53-57.
% Agelopoulos, N. G.; Pickett, J. A. J. Chem. Ecol. 1998, 24, 7,1161-1172.
23 http://www.pherobase.com/database/compound/compounds
Tumlinson, J. H.; Lait, C. G.Arch. Insect. Biochem. Physiol. 2005, 58, 54-68.
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(E)-2-octenal (32) e o undecano (37), quase na mesma proporcao (Figura 9). Os
compostos (19) e (32) sao reportados como repelentes de predadores comuns a

varias espécies de percevejos.?®
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Figura 9. Ampliagdo do cromatograma de ions totais (CG-EM), referente a regido dos volateis da
ninfa de 5° instar. Condigées de andlise: 40 °C (3 min), seguida de 10 °C-min"' até 290 °C.
Numeracao dos picos no Anexo 6. Cromatograma completo Anexo 4.

3.2.2. Headspace estatico (SPME) dos volateis de Phloea

subquadrata

Para a analise dos individuos jovens e dos adultos (machos e fémeas), da
espécie Phloea subquadrata, os volateis foram extraidos por (SPME) e analisados
por (CG-EM), onde os analitos foram termicamente dessorvidos.?’Através dessa
andlise, foi possivel identificar 56 compostos distribuidos entre machos e fémeas e
nos diferentes estagios de desenvolvimento juvenis. Esses compostos foram
identificados através da interpretacdo dos espectros de massas e comparacao
com os indices de retencado com da literatura (Anexo 6).

Os principais compostos detectados nestes percevejos foram o (E)-2-
hexenal (10), (E)-4-oxo-2-hexenal (19), decano (24), acetato de (E)-2-hexenila
(28), (E)-2-octenal, undecano (37) e o tridecano (50) (Figura 10, Tabela 3).

28Noge, K.; Prudic, K. L.; Becerra, J. X. J. Chem. Ecol.2012, 38, 1050-1056.
®Augusto, F.; Valente, A. L. P. Trends in Anal. Chem. 2002, 21, 7.
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Figura 10. Principais compostos volateis detectados nos individuos de Phloea subquadrata.

Para verificarmos os principais componentes dentre os 56 compostos
identificados nos jovens e adultos, utilizamos a analise discriminatéria por
quadrados minimos parciais PLS-DA (partial least squares discriminant analysis).*°

O método utilizado foi a anéalise multivariada de dados, conciliando-se a
analise de componentes principais (ACP) e a analise discriminante (AD) como
meio para reducdo do numero de atributos (variaveis) na avaliagcdo dos volateis
dos insetos. Os escores gerados pela componente principal sdo transformados em
indices de importancia dos atributos. Estes indices sao vinculados a analise
discriminante, a qual classifica as amostras em diferentes classes de formulagéo,
e uma medida de desempenho da classificacdo (geralmente acuracia) é
calculada.®!

Os insetos pertencentes ao 5° instar, da espécie Phloea subquadrata, néo
foram inclusos nas analises de PLS-DA, devido ao reduzido numero de
amostra.**Além desse grupo, as ninfas de 1° instar também n&o foram incluidas,
pela auséncia de compostos volateis detectados apods estimulo. Esta auséncia de
liberagdo de compostos ocorre quando as ninfas sao recém-eclodidas e as suas
estruturas glandulares permanecem como néo funcionais.>®

Foram analisados os compostos volateis de 29 individuos da espécie
Phloea subquadrata nas condicdes de repouso e logo apds estimulo (Figura 11,
Tabela 3).

30 Analise estatistica realizada em colaboragéo com o MSc. Thiago Inacio Barros Lopes (IQ-UNICAMP).
81 Barker, M; Raynes, W. J. Chemometrics. 2003, 17, 166-173.

32 Ferreira, M.M.C.; et. al. Quimica Nova. 1999,22, 5, 724-731.

3 Weirauch, C. Dtsch. Entomol. Z. 2006, 53, 1, 91-102.

19



Capitulo | — Resultados e Discussdo

Gas carbnico

a0

B0

10 Fémea repouso

2 solventes

MM

ZED 4ﬁEI Elﬁﬂ Eh[l TEIIEIEI 12hﬂ 14‘EIEI TEIDEI TEIEIEI ZDIDD 22‘EIEI 24IEIEI ZE‘EIEI
7

Abundancia

an
&0

40 50

Fémea apds estresse
2 2 28
8 g l 3| 4z

2ho o 500 sho 1ok Tzho 120 500 Taho 20l 2200 2aho 2800

Tempo

Figura 11. Cromatogramas de ions totais (CG-EM/SPME) dos volateis de fémea de Phloea
subquadrata em repouso e apds condicdo de estimulos. Condicdes de analise: 40°C (3 min),
seguida de 10°C-min™ até 290°C. Numerag&o sobre os picos correspondem Tabela 3.

As estruturas dos constituintes quimicos majoritarios foram confirmadas
pela comparagao dos espectros de massas obtidos, com a biblioteca Wiley 275,
padrbes sintéticos e indices de retengdes relativos. As estruturas dos aldeidos
insaturados (10) e (32) foram comprovadas pela co-injecao de padrdes, os demais
pelo comportamento linear da série homadloga obtida no cromatograma de ions
totais.

Para analise discriminante entre os individuos jovens e adultos, o modelo
de PLS-DA foi construido utilizando-se 32 individuos (20 jovens e 12 adultos).
Através desse modelo, foi possivel verificar a presenca de dois grupos ao longo da
CP1. De acordo com a Figura 12 é possivel verificar um padréo de distribuicdo
mais disperso para as ninfas em relagdo aos adultos. Esse fato pode estar
relacionado com a tendéncia em discriminar os trés diferentes estagios de
desenvolvimento juvenis (2°, 3° e 4° instares) que foram considerados como um

unico grupo nesta analise.
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1 Adultos
Ps (Jovens x Adultos) e Jovens
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30
CP1 (31,24%)

Figura 12. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (4 CP; 58,67% da informacao presente
nos dados originais; Rya = 0,95; Rea = 0,99), mostrando a discriminagdo dos individuos jovens e
adultos da espécie Phloea subquadrata.

Os compostos que foram responsaveis pela discriminagdo entre jovens e
adultos foram detectados de maneira exclusiva em um dos grupos. De acordo com
o gréfico de pesos (Figura 13), foi possivel verificar a distincdo de algumas classes
de compostos para os adultos (acetatos, alcoois e sesquiterpenos) e para os

jovens (cetonas, oxo-aldeidos e alguns aldeidos insaturados).
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Figura 13. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 12, destacando os compostos
relevantes na distingdo de individuos jovens e adultos da espécie Phloea subquadrata.
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De acordo com a Figura 14, os compostos (E)-4-oxo-2-hexenal (19) e o (E)-
2-octenal (37) foram abundantes em todos os instares. E perceptivel pelo odor
liberado pelas ninfas, que as suas defesas quimicas tendem a ser mais irritantes e

punjentes quando comparadas com os adultos.
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Figura 14. Cromatogramas de ions totais (CG-EM/SPME) dos volateis dos jovens (2° ao 5°
instares) Phloea subquadrata, apés estimulo. Condigdes de analise: 40°C (3 min), seguida de 10
°C-min™" até 290°C. Numeragao sobre os picos correspondem aos compostos Tabela 3.

Além de serem detectados apenas nas ninfas (Tabela 3), os compostos 5-
metil-2(3H)-furanona (11), 5-etil-2(3H)-furanona (22), (Z£)-2-octenal (31), 2-
isoproprilcicloexanona (38) e (E)-2-decenal (46), foram responsaveis pela
discriminacao dos jovens em relacao aos adultos (Figura 13).

No entanto, os compostos2-metilbutanoato de metila (6), (E)-2-hexen-1-ol
(12), 2,4-hexadienal (15), acetato de (E)-2-hexenila (28) e a-cariofileno (54) foram
detectados apenas nos adultos (Figura 13, Tabela 3).

A andlise de PLS-DA revelou uma tendéncia de discriminacdo dos
individuos jovens segundo os respectivos instares ao longo da bissetriz dos

quadrantes pares (Figura 15).
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Figura 15. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (3 CP; 77,37% da informacgé&o presente
nos dados originais; Ry, = 0,95; Rcy = 0,99), mostrando a discriminacao dos individuos jovens da
espécie Phloea subquadrata nos respectivos instares ao longo da bissetriz dos quadrantes pares.

Nas ninfas de 2° a 5° instar de Phloea subquadrata, os compostos
majoritarios foram: (E)-2-hexenal (10), (E)-2-octenal (32) e (E)-4-oxo-2-hexenal
(19), além do undecano (37). No entanto, os compostos 5-metil-2(3H)-furanona
(11), 5-etil-2(3H)-furanona (22), 2-isoproprilcicloexanona (38), 2-
propilciclohexanona (40) e (E)-2-decenal (46) foram encontrados apenas em
individuos jovens (Tabela 3).

A analise do grafico de pesos (Figura 16) permitiu identificar os compostos
responsaveis pela distincao dos instares. O (E)-2-decenal (46) apresentou uma
abundancia relativa média de 2,0% e discriminou as ninfas de 4° instar dos
demais individuos. Para os individuos do 3° instar, o (E)-4-oxo-2-hexenal (19) foi
discriminante, apresentando 41% abundancia relativa média nessa espécie. Ja os
individuos do 2° instar foram agrupados pela presenga do composto desconhecido
13 (Anexo 19) e do (£)-2-octenal (31) (Figura 16, Tabela 3).
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Figura 16. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 15, destacando os compostos
relevantes na distingdo dos instares de Phloea subquadrata.

Visto que esses compostos foram detectados apos estimulo, essa distingao
em dois grupos indica a relagéo entre o estagio de desenvolvimento do inseto com
as defesas quimicas.

Os adultos de Phloea subquadrata (machos e fémeas), ap6s estimulo,
liberaram um odor adocicado e nada irritante. As analises desses compostos
volateis revelaram a presenca de (E)-2-hexenol (12), acetato de (E)-2-hexenila
(28) e B-humuleno (53) (Figura 17, Tabela 3).

34 Farine, J.P; et.al.J. Chem. Ecol.1992,18, 1, 65-76.
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Figura 17. Cromatogramas de ions totais (CG-EM/SPME) dos volateis de macho e fémea de
Phloea subquadrata. Condi¢do de analises: 40°C (3min), 10°C-min™" até 290°C. Numeragao sobre
0s picos correspondem aos compostos da Tabela 3.

Para analise dos individuos adultos o modelo de PLS-DA foi construido
utilizando-se 12 individuos (seis machos e seis fémeas). Com esse modelo, foi

possivel verificar a separacéao de dois grupos ao longo da CP1 (Figura 18).

CP2 (16,45%)

10

CP1 (24,81%)
Figura 18.Gréafico de escores para o modelo de PLS-DA (6 CP; 81,24% da informacao presente
nos dados originais; Rya = 0,89; R.a = 0,99), mostrando a discriminagao dos individuos machos e
fémeas da espécie Phloea subquadrata ao longo de CP1.

Os compostosi1-penten-3-ona (1), 2-etil-furano (2) e B-humuleno (53) foram
encontrados apenas em machos (Tabela 3). Ja o hexanal (8), nonano (14) e o
acetato de 4-metilcicloexanol (33) foram detectados apenas em fémeas. Estes

resultados indicam uma distingcdo, em relacdo aos compostos volateis detectados,
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entre machos e fémeas o que podera auxiliar nas pesquisas por feromdnios
sexuais dessa espécie. De acordo com o grafico de pesos (Figura 19), outros
compostos também foram representativos como o (E)-2-pentenal (5) e a 5-etil-
2(5H)-furarona (30) encontrados apenas nos machos (Tabela 3 e Anexo 6).
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Figura 19. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 18, destacando os compostos
relevantes na distingcdo dos individuos adultos Phloea subquadrata.

Machos, fémeas e as ninfas de Phloea subquadrata apresentaram
compostos volateis comuns entre eles. Porém, através da andlise de PLS-DA foi
possivel discriminar moléculas capazes de atuar como marcadores quimicos em
cada um dos grupos. Vale ressaltar, que esses compostos detectados e
analisados foram sempre liberados pelos insetos ap6s estimulo.

O inseto nao libera todo o contetdo glandular de uma Unica vez, um mesmo
individuo foi submetido a duas situacbes de estimulo independentes e
consecutivas, sendo que a cada estimulo, os volateis foram coletados por SPME e
analisados por CG-EM. Verificamos que os mesmos volateis eram liberados no
primeiro e no segundo estimulo, indicando que a liberagcdo ocorre de forma
escalonada. No entanto, o comportamento do inseto foi alterado no segundo
estimulo, quando os individuos adultos esbocaram comportamento de fuga,

enguanto os jovens entravam em tanatose.
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Tabela 3. Abundancia relativa (%) referente a média e desvio padrao da composicao quimica dos volateis de Phloea

subquadrata

N° Compostos e/ou m/z Macho Fémea Ninfa 2° Ninfa 3° Ninfa 4° Ninfa 5°

1 1-penten-3-ona 0,06 = 0,06 - - - - -

2 2-etilfurano 0,01+ 0,00 - - - - -

3 2-vinilfurano - - 0,05 £ 0,02 0,01+ 0,01 0,03 £0,03 -

4 2-metil-2-butenal 0,04 £ 0,02 - - - - -

5 (E)-2-pentenal 0,04 + 0,01 - 0,11 £ 0,03 0,03 + 0,01 0,11+ 0,03 0,05 £ 0,01

6 2-metilbutanoato de metila 0,05 + 0,02 0,02 £ 0,01 - - - -

7 2-metil-3-pentenal 0,04 + 0,01 0,07 £ 0,03 - 0,04 + 0,02 0,02 + 0,00 -

8 (E)-3-hexenal - 0,09 +£0,10 - - - -

9 (2)-2-hexenal 0,21 +0,13 0,21 +0,16 0,08 + 0,07 0,09 + 0,10 0,05 + 0,04 0,03 £ 0,01
10 (E)-2-hexenal 25,24+ 4,13 23,07 £7,89 14,51 + 13,61 765+7,12 6,87+ 2,79 3,33+0,13
11 5-metil-2(3H)-furanona - - 0,48 £ 0,28 0,96 + 0,35 0,24 £ 0,07 0,89 £ 0,07
12 (E)-2-hexen-1-ol 0,22 + 0,11 0,30 + 0,24 - - - -

13 Desconhecido - - 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,01 - -

14 Nonano - 0,01 £ 0,01 - - 0,03 + 0,02 -

15 2,4-hexadienal 0,09 + 0,04 0,04 + 0,03 - - - -

16 acetato de 3-metil-2-butenila 0,05+0,04 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,04 - - -

17 hexanoato de metila 0,02 £ 0,01 - - - - -

18 3-hepten-2-ona 0,06 = 0,01 0,01 + 0,01 - - - -

19 (E)-4-oxo-2-hexenal 2,19+ 0,90 0,57 +0,48 22,71 £ 1547 4113+£6,5 5,32 + 3,68 33,59 £ 1,99
20 3-metilexanoato de metila 0,18 +£ 0,09 0,08 + 0,07 - - - -

22 5-etil-2(3H)-furanona - - - 0,44 £ 0,19 10,56 £ 9,51 0,44 £ 0,17
23 Desconhecido 492 + 3,62 6,57 + 5,85 15,01 £9,43 0,78+ 0,12 8,39 + 5,99 1,28 £0,74
24 Decano 2,32+0,72 1,88 £ 0,51 0,72 + 0,29 0,57 +0,19 0,84 +0,12 0,71 £ 0,41
25 acetato de (2)-3-hexenila 0,03 £ 0,01 - - - - -

26 acetato de (2)-2-hexenila 0,05+ 0,02 0,04 + 0,01 - - - -

27 acetato de hexila 0,12+ 0,09 0,10+ 0,08 - - - -

28 acetato de (E)-2-hexenila 10,35 + 5,29 27,15 + 3,51 - - - -

29 desconhecido - - 0,40 £ 0,39 - 0,34 £ 0,16 -

30 5-etil-2(5H)-furanona 0,14 + 0,08 - 0,45 + 0,36 0,19+0,14 0,15+ 0,05 0,06 + 0,03
31 (2)-2-octenal - - 0,29 + 0,12 0,35+ 0,19 0,38 + 0,31 0,21+ 0,05
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32 (E)-2-octenal 0,08 + 0,05 0,14 + 0,08 22,25+ 2,75 22,18 £ 2,62 27,39 £4,75 24,91+ 3,97
33 desconhecido 0,09+ 0,05 0,03 £ 0,01 - - - -
35 2-ciclohexen-1,4-diona - - - - 0,19 +0,03 -
36 1-undeceno 0,45+ 0,23 0,53+0,15 0,28 + 0,09 0,16 + 0,06 0,28 + 0,08 0,18 £ 0,07
37 undecano 55,04 + 6,79 50,52 £ 9,88 23,84 + 7,61 19,85 £ 2,53 28,18 £ 7,56 26,08 £ 6,05
38 2-isoproprilcicloexanona - - 1,07 £ 0,49 3,58 + 0,93 2,42 +1,79 3,55 + 3,04
39 (E)-2-nonenal - - 0,10 £ 0,01 - 0,09 £ 0,03 -
40 2-propilcicloexanona - - 1,65 +1,77 0,36 £ 0,37 1,70 + 0,51 -
41 butanoato de 2-hexenila 0,15+0,10 0,09+ 0,08 - - - -
42 dodecano 0,33+ 0,26 0,22 + 0,08 0,10 £ 0,07 0,06 + 0,02 0,36 + 0,36 0,14 £ 0,08
43 acetato de (E)-2-octenila 0,33+0,14 0,10 £ 0,04 - - - -
44 (£2)-2-decenal - - - - 0,02 + 0,01 -
45 2,4-decadienal - - - - 0,05 +0,03 -
46 (E)-2-decenal - - 1,36 £ 0,32 0,90 + 0,34 2,00 £ 0,81 1,49 + 1,59
47 1-trideceno 0,03 + 0,02 0,01 £ 0,00 - 0,06 + 0,03 0,05+ 0,02 -
48 trideceno - isbmero 2 0,05+ 0,04 0,02 + 0,00 - 0,05 + 0,02 0,05+ 0,02 -
49 trideceno - isbmero 3 0,09 + 0,07 0,05+ 0,00 - - 0,09 £ 0,04 -
50 tridecano 3,40 +1,87 3,32+ 1,06 240+1,55 1,79 +£1,18 3,66 £+2,17 3,06 + 0,42
51 tetradecano - - - - 0,14 +0,17 -
52 undecanol - - - - 0,05 + 0,03 -
53 B-humuleno 0,13+ 0,09 - - - - -
54 a-cariofileno 0,24 +0,18 0,30 +0,24 - - - -
55 Isbmero do pentadecano - - - 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01 -
56 pentadecano - - - 0,11 £ 0,00 0,15+ 0,08 -

Compostos ndo detectados (-). Foram analisados seis individuos de cada grupo, individualmente. Esses valores sdo referentes a analise apés
estimulo. Foram considerados os compostos com area relativa do pico cromatografico (CG-EM) superior a 0,01%. O composto de numero (21) e
(34) ndo constam nessa tabela.
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3.2.3. Headspace estatico (SPME) dos volateis de Phloeophana
longirostris

Os compostos volateis da espécie Phloeophana longirostris foram
adsorvidos em fibra para analise de SPME (Carboxen-PDMS) e dessorvidos em
cromatégrafo (CG-EM). Um total de 20 individuos foi analisado em condi¢cdes de
repouso e apos estimulo. Foi possivel detectar, ap6s estimulo mecéanico nos
insetos, 88 compostos volateis sendo 44 exclusivos da espécie Phloeophana
longirostris. Nenhum composto foi detectado nas analises das ninfas de 1° instar
(em repouso e apos estimulo) e nos demais estagios de desenvolvimentos com os
insetos em repouso. Na andlise dos compostos volateis de Phloeophana
longirostris, aldeidos insaturados e hidrocarbonetos foram comuns a todos os
individuos, sendo eles o 2-metil-3-pentenal (7), (£)-2-hexenal (9), (E)-2-hexenal
(10), decano (24), (E)-2-octenal (32), 1-undeceno (36), undecano (37) e o
dodecano (42).

O modelo de PLS-DA construido para a andlise entre jovens e adultos
apresentou vinte individuos, cinco componentes principais e variancia de 71,46%.
O uso desse modelo permitiu discriminar os jovens dos adultos ao longo da CP1.
De acordo com a Figura 20 o padrdo de distribuicdo dos jovens indica uma
possivel semelhanca entre o grupo (ninfas). No entanto, a dispersao visualizada
nos adultos é devido as diferencas quimicas entre machos e fémeas.

Além da diferenga morfoldgica utilizada para classificacdo dos insetos, é
notéria a distingdo dos compostos quimicos entre jovens e adultos. Através do
grafico de escores Figura 21, é possivel verificar quais compostos estdo
envolvidos nessa discriminacdo. Alguns compostos foram detectados
exclusivamente nos jovens, como o vinilfurano (3), (E)-2-pentenal (5), 5-etil-2(3H)-
furanona (22), 2-isopropilcicloexanona (38), (E)-2-nonenal (39), (E)-2-decenal (46),
pentadecano (56), isbmero da furanona (59), isbmero do furano (69), 3-metil-1-
etilciclopentano (70), 5-metil-4-hexen-3-ona (77) e o composto desconhecido 23
(Anexo 27). O composto B-pineno (71), foi detectado apenas nos individuos
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adultos de Phloeophana longirostris e o (E)-2-hexen-1-ol foi comum aos adultos

das duas espécies estudadas.
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e Jovens
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Figura 20. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (5 CP; 71,46% da variancia; Ry, = 0,96;
Rca = 0,99) mostrando a discriminagao dos individuos jovens e adultos da espécie Phloeophana
longirostris ao longo de CP1.
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Figura 21. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 20, destacando os compostos
relevantes na distingdo dos individuos jovens e adultos da espécie Phloeophana longirostris (Pl).

Para a separagao entre os diferentes estadgios de desenvolvimento juvenil
(ninfas), o modelo foi construido com 10 individuos, apresentando quatro
componentes principais e variancia de 85,44%. As ninfas de 2° e 4° instar foram

discriminadas ao longo da CP1, enquanto as ninfas de 3° instar, ao longo da CP2

(Figura 22, Tabela 4).
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Figura 22. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (4 CP; 85,44% da variancia; Ry, = 0,96;
Rca = 0,99), mostrando a discriminagao dos individuos jovens da espécie Phloeophana longirostris
segundo os respectivos instares ao longo de CP1.

Os compostos responsaveis pela distincao entre os instares na espécie
Phloeophana longirostris, foi o composto desconhecido 85 (Anexo 75), detectado
exclusivamente nas ninfas de 2° instar, e o fenilacetato de metila (82). Os
compostos desconhecidos 33 (Anexo 36) e 62 (Anexo 53) foram detectados
exclusivamente nas ninfas de 3° instar. Para as ninfas de 4° instar, quatro
compostos foram detectados o desconhecido 73 (Anexo 63), 2-propilcicloexanona
(40), 5-etil-2(5H)-furanona (30) e o desconhecido 29 (Anexo 32, Figura 23, Tabela
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Figura 23. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 22, destacando os compostos
relevantes na distingdo dos individuos jovens de Phloeophana longirostris.
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Os compostos (E)-4-oxo-2-hexenal (19), (E)-2-octenal (32) e undecano (37),
foram mais abundantes nas ninfas de Phloeophana longirostris (Figura 24).
Resultado semelhante foi obtido para a espécie Phloea subquadrata.
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Figura 24. Cromatogramas de ions totais (CG-EM/SPME) dos volateis de individuos jovens (2° ao
4° instares) de Phloeophana longirostris ap6s estimulo. Numeracao sobre os picos correspondem
aos compostos da Tabela 4.

Analisando os resultados dos volateis de Phloeophana longirostris (Tabela
4,Anexo 6) foi possivel verificar que 10 compostos foram comuns apenas a
machos e fémeas: o (E)-2-hexen-1-ol (12), acetato de (E)-2-hexenila (28), acetato
de 2-octenila (43), B-humuleno (53), B-pineno (71), limoneno (76), aldeido “lilalic”
(81), B-elemeno (86), 5-selineno (93) e a-selineno (95).

Todos os sesquiterpenos detectados em ambas as espécies foram
encontrados apenas nos adultos. Além disso, uma diversidade maior dessa classe
de compostos foi detectada apenas nas fémeas de Phloeophana longirostris
(Figura 25, Tabela 3 e Tabela 4).
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Figura 25. Cromatogramas de ions totais (CG-EM/SPME) dos volateis de macho e fémea de
Phloeophana longirostris. Condigao das analises: 40 °C (3 min), 10°C-min” até 290°C. Numerac&o
sobre os picos correspondem aos compostos da Tabela 4.

O modelo construido para discriminacao entre machos e fémeas da espécie
Phloeophana longirostris foi composto por 12 individuos e apresentou duas
componentes principais com variancia 59,44%. O modelo foi satisfatério para

separagao entre machos e fémeas ao longo de CP1 (Figura 26).
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Figura 26. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (2 CP; 59,44% da variancia; Ry, = 0,66;

Rea = 0,94) mostrando a discriminagdo entre machos e fémeas da espécie Phloeophana
longirostris ao longo de CP1.
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No geral, 34 compostos foram detectados exclusivamente nas fémeas de
Phloeophana longirostris destacando-se os terpenos: a-copaeno (84), B-gurjuneno
(89), B-aromadendreno (90), a-cariofileno (54), a-aromadendreno (91), B-selineno
(94), B-cadineno (96), B-germacreno (97), epdxido de isoaromadendreno (98),
oxido de cedreno (99), epdxido de humuleno Il (100), 6xido de bisaboleno (101),
o6xido humuleno 111 (102) e o epdxido de allo-aromadendreno (103).

Para os machos, apenas sete compostos foram exclusivos: o 5-metil-2(3H)-
furanona (11), acetato de 3-metil-2-butenila (16), acetato de 2-metilpropano (57),
3-metil-2-butenal (58), acetato de 2-metilbutenila (61), butanoato de 2-metilpropila

(66) e epi-biciclosesquifelandreno (88) (Figura 27).
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Figura 27. Gréfico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 26, destacando os compostos
relevantes na distincdo dos individuos machos e fémeas pertencentes a espécie Phloeophana
longirostris (PI).

A presenca de diversos sesquiterpenos oxidados (98, 99, 100, 101,102 e
103) somente nas fémeas é um fato marcante. O cis e trans epoxi-bisabolenos
sao feroménios sexuais de alguns percevejos dos géneros de Nezara e Chinavia
(Figura 28).%

% Moraes, M. C.B.;et. al. Neotrop. Entomol. 2008, 37, 5, 489-505.
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cis-(2)-epdxi-bisaboleno trans-(2)-epdxi-bisaboleno

Figura 28. Feromdnios sexuais de algumas espécies de percevejos.

Comparando a fragmentacao do feromdnio sexual Figura 28 e de 101,
verifica-se que sdo compostos distintos, pois a fragmentacdo de 101 se destaca
pelos picos de m/z 93 (100%) e m/z 43 (30%) pouco intenso, enquanto, que nos
ferombnios de Nezara e Chinavia, ambos os fragmentos sdo abundantes [cis m/z
93 (81%) e m/z 43 (100%); trans m/z 93 (100%) e m/z 43 (94%)]. Estas
caracteristicas nos levam a sugerir que os sesquiterpenos oxidados fazem parte
dos compostos envolvidos na selegao sexual de Phloeophana longirostris.

De maneira geral, € reportado na literatura que em percevejos os machos
estejam envolvidos nas emissdes dos feroménio sexuais e as fémeas recebem
esse estimulo.*®®” Porém, para os insetos, ndo existe um padrdo definido de
emissor e receptor dos feromonios envolvidos nos processos sexuais. Contudo, as
evidencias encontradas neste trabalho servirdo de base para futuros bioensaios
como eletroantenografia e ensaios de campo.

Este trabalho fornece as primeiras informacbes sobre a quimica dos
percevejos da familia Phloeidae. O padrdo dos compostos de jovens e adultos
podem indicar diferencas nas defesas quimicas utilizadas de acordo com o estagio
de desenvolvimento. Além disso, foi possivel identificar compostos potenciais
entre os volateis liberados por machos e fémeas que podem fornecer indicios para
a pesquisa dos feroménios sexuais destes insetos.

% Zarbin, P. H. G.; et. al.J. Chem. Ecol. 2012, 38, 825-835.
87 Millar, J.G.; et. al. IOBC wprs Bulletin. 2002, 25, 1-11.
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Tabela 4. Abundancia relativa (%) referente a média e desvio padrdao da composicdo quimica dos volateis de
Phloeophana longirostris

N° Compostos e/ou m/z Macho Fémea Ninfa 2° Ninfa 3° Ninfa 4°
3 vinilfurano - - 0,09 £ 0,05 0,03 £ 0,01 0,14 £ 0,09
5 (E)-2-pentenal - - 0,06 + 0,05 0,08 + 0,06 0,13+0,12
6 2-metilbutanoato de metila - 0,03 £ 0,00 - - -

7 2-metil-3-pentenal 0,43 £ 0,23 0,583 + 0,17 0,03 + 0,03 0,02 + 0,00 0,04 + 0,00
9 (2)-2-hexenal 0,97 £0,12 0,57 + 0,54 0,03 + 0,00 0,05+ 0,03 0,08 + 0,01
10 (E)-2-hexenal 48,56 + 7,02 73,12 £ 6,58 3,97 + 4,94 7,96 + 5,00 8,93 + 2,80
11 5-metil-2(3H)-furanona 0,13 £ 0,04 - - - -

12 (E)-2-hexen-1-ol 2,68 £ 2,04 0,40 + 0,22 - - -

14 nonano - - 0,01 £ 0,00 - 0,01 £ 0,00
15 2,4-hexadienal - 0,11 £ 0,04 - - -

16 Acetato de 3-metil-2-butenila 0,09 + 0,04 - - - -

17 hexanoato de metila - 0,04 + 0,02 - - -

19 (E)-4-ox0-2-hexenal - 0,19+0,17 - - 29,73 + 7,60
20 3-metilexanoato de metila - 0,03 = 0,00 - - -

22 5-etil-2(3H)-furanona - - 0,33 +0,15 1,08 £0,75 -

23 desconhecido - - 0,49 = 0,06 0,44 £ 0,34 0,66 *+ 0,26
24 decano 1,64 £ 0,22 0,26 + 0,13 0,70 £ 0,00 1,28 £ 0,68 1,16 £ 0,26
25 acetato de (2)-3-hexenila - 0,16 £0,19 - - -

27 acetato de hexila - 0,08 + 0,07 - - -

28 acetato de(E)-2-hexenila 414 + 3,47 0,77 £ 0,91 - - -

29 desconhecido - - - - 0,12 £ 0,05
30 5-etil-2(5H)-furanona - - - - 0,13 +0,03
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31 (2)-2-octenal - 0,02 + 0,01 0,22 + 0,15 0,13+0,03 0,37 £ 0,09
32 (E)-2-octenal 1,82 +£1,33 3,88 + 1,91 26,75 £ 2,49 20,74 £1,78 24,03 £4,14
33 desconhecido - - - 0,55+ 0,29 -

36 1-undeceno 0,50 £ 0,23 0,10 £ 0,07 0,23 + 0,04 0,51 £ 0,21 0,33+0,12
37 undecano 32,37 £ 10, 49 8,98 + 6,32 19,07 + 1,03 33,47 +£7,70 27,90 + 4,68
38 2-isopropilcicloexanona - - 0,60 + 0,44 0,31 £ 0,21 0,16 £ 0,05
39 (E)-2-nonenal - - 0,17 £ 0,05 0,07 £ 0,02 0,06 + 0,01

40 2-propilcicloexanona - - - - 0,07 £ 0,02
41 butanoato de 2-hexenila - 0,03 £ 0,03 - - -

42 dodecano 0,38 £ 0,08 0,07 £ 0,05 0,09 + 0,01 0,25+0,12 0,13 £ 0,06
43 acetato de 2-octenila 1,43 £1,05 1,17 £ 0,71 - - -

46 (E)-2-decenal - - 0,67 £ 0,21 0,33 £ 0,32 1,27 £ 0,86
48 trideceno (isbmero 2) - 0,11 £ 0,08 0,05 + 0,01 0,08 + 0,02 -

49 trideceno (isbmero 3) - 0,03 £ 0,01 1,53+£0,42 3,63 £ 2,09 0,05 £ 0,01

50 tridecano 0,76 £ 0,57 1,35 + 0,81 - - 2,47+ 0,74

51 tetradecano 0,08 + 0,01 - - - -

53 B-humuleno 0,27 £ 0,19 0,03 £ 0,01 - - -

54 a-cariofileno - 0,89 £ 0,44 - - -

56 pentadecano - - 0,09 +0,03 - 0,12 + 0,02

57 acetato de 2-metilpropano 0,04 £ 0,03 - - - -

58 3-metil-2-butenal 0,10 £ 0,08 - - - -

59 isbmero da furanona - - - 0,40 £ 0,33 0,42 £ 0,32

60 isdbmero do hexenol - 2,77 £ 2,99 - - -

61 acetato de 2-metilbutenila 0,22 +0,18 - - - -
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62 desconhecido - - - 0,04 £ 0,02 -
63 3-etil-2,4-pentadien-1-ol - 0,05 £ 0,00 - - -
64 2-etil-2-pentenal - 0,02 £ 0,01 - - -
65 2-propenoato de pentila - 0,11 +£0,13 - - -
66 butanoato de 2-metilpropila 0,10 £ 0,02 - - - -
67 (E)-2-heptenal - 0,03 £ 0,01 - - -
68 benzaldeido - 0,12 +£0,03 - - -
69 derivado do furano - - 44,53 £ 3,18 29,31 +7,22 2,53+242
70 3-metil-1-etilciclopentano - - 0,07 £ 0,03 0,03 + 0,01 0,13 +£0,03
71 B-pineno 0,11 £ 0,04 0,06 + 0,03 - - -
72 butanoato de butila - 0,01 0,01 - - -
73 desconhecido - - - - 0,32 £ 0,04
74 isdmero do decano 0,10 £ 0,08 - - - -
75 | 2-metil-5-(2-metil-2-propenila)-cicloexanol 0,07 = 0,01 - - - -
76 limoneno 0,46 + 0,54 0,02 + 0,01 - - -
77 5-metil-4-hexen-3-ona - - 0,24 £ 0,07 0,08 + 0,05 -
78 3-oxiranil-7-oxabiciclo[4.1.0]heptano - 0,02 £ 0,00 - - -
79 desconhecido - 0,08 + 0,05 - - -
80 éster metilico do acido benzéico - 0,24 £0,18 - - -
81 aldeido “lilalic” 0,09 + 0,05 0,02 + 0,01 - - -
82 fenilacetato de metila - 0,01 £ 0,01 - 0,11 £0,13 -
83 desconhecido - 0,07 £ 0,07 - - -
84 a- copaeno - 0,19 £ 0,05 - - -
85 desconhecido - - 0,01 £0,00 - -
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86 B-elemeno 0,04 + 0,00 0,09+ 0,04 - -
87 a-gurjuneno - 0,03 £ 0,01 - -
88 epi-biciclosesquifelandreno 0,01 £ 0,00 - - -
89 B-gurjuneno - 0,30 £ 0,11 - -
90 B-aromadendreno - 0,10+ 0,33 - -
91 a-aromadendreno - 0,20 £ 0,07 - -
92 desconhecido - 0,30 £0,12 - -
93 d-selineno 0,26 £ 0,19 1,34 £ 0,67 - -
94 B-selineno - 1,26 £ 0,80 - -
95 a-selineno 0,37 £ 0,26 2,34 + 1,33 - -
96 -cadineno - 0,24 £ 0,08 - - -
97 B-germacreno - 0,10 £ 0,08 - - -
98 epobxido de isoaromadendreno - 0,12+ 0,10 - - -
99 oxido de cedreno - 0,02 £ 0,01 - - -
100 epoxido de humuleno I - 0,02 £ 0,02 - - -
101 oxido de bisaboleno - 0,07 £ 0,02 - - -
102 oxido humuleno Il - 0,19x£0,19 - - -
103 epdxido de allo-aromadendreno 0,08 £ 0,03

Compostos ndo detectados (-). Foram analisados seis individuos de cada grupo, individualmente, em situacdo de estimulo, totalizando 20
individuos (quatro machos, seis fémeas, duas ninfas 2° instar, quatro ninfas 3° instar e quatro ninfas 4° instar). Foram considerados para a
andlise os compostos com area relativa do pico cromatogréafico (CG-EM) superior a 0,01%. A sequéncia numérica que antecede o nome na tabela
(Tabela 4) ndo é continua, visto que, nem todos os compostos detectados para a espécie Phloea subquadrata (1 ao 56), foram detectados na
espécie Phloeophana longirostris. Todos os compostos de numeracao (57) a (103), foram detectados exclusivamente na espécie Phloeophana
longirostris.
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3.2.4. Volateis de Phloea subquadrata versus Phloeophana

longirostris

Para facilitar a comparacao entre as espécies de Phloeophana longirostris e
Phloea subquadrata a matriz de dados foi construida com 52 individuos (20 da
espécie Phloeophana longirostris e 32 da Phloea subquadrata). Foram detectados
100 compostos (variaveis) por CG-EM/SPME, destes 44 sao exclusivos da
espécie Phloeophana longirostris, 12 da espécie Phloea subquadrata e 44
compostos comuns a ambas. Diversos modelos de PLS-DA foram entdo

construidos, de maneira a explorar diferencas dentro dos grupos (Tabela 5).

Tabela 5. Resumo dos modelos de PLS-DA

Namost MNErro  Namost MNEro  Namost  NErro

Amostras CP  %variancia Rvai Recal GP1 GP1 GP2 GP2 GP3 GP3 Nvariaveis

100
Pl x Os 4 48,04 0,8972 0,9671 20 2 32 1

PI&PsJovens

x Adultos 4 47,23 0,9501 0,9837 22 0 30 1 - - 100
PI&Ps
Machos x 5 66,74 0,7578 0,9902 10 1 12 1 - - 100
Fémeas

CP: nimero de componentes principais; Y%variancia: quantidade de variancia explicada pelo modelo;
Rvai: coeficiente de correlacado para validacao; R, : coeficiente de correlacédo para calibragao; namost
GP: numero de amostras no grupo; ngqo: NUmMero de erros observados pelo processo de validacao
cruzada (“leave-one-out cross-validation”) para 0 grupo; Nyariaveis: NUMero de variaveis incluidas no
modelo; Pl: Phloeophana longirostris; Ps: Phloea subquadrata. Os niUmeros 2°, 3° e 4° referem-se
os instares analisados.

A espécie Phloeophana longirostris, apesar de ter um numero menor de
individuos analisados, em relacdo a espécie Phloea subquadrata, apresentou uma
maior diversidade de compostos.

O modelo construido para a analise de PLS-DA entre as duas espécies foi
composto por quatro componentes principais, apresentando 48,04% de variancia
explicada pelo modelo. O grafico de escores (Figura 29) apresenta a distribuicao
dos compostos em CP2, mostrando que o modelo foi satisfatério, para a
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discriminagao das duas espécies (Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris)

analisadas.

o Pl
e Ps

20

CP2 (13,77%)
o
|

20 4

CP1(19,65%)

Figura 29. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (4 CP; 48,04% da variancia; Ry, = 0,89;
Reca = 0,96) mostrando a discriminacdo entre individuos pertencentes as espécies Phloea
subquadrata (Ps) e Phloeophana longirostris (Pl) ao longo de CP1.

Foi possivel destacar 13 compostos responsaveis pela separagdo dos
compostos em dois grupos distintos. O 2-metil-3-pentenal (7), apesar de comum
as duas espécies estudadas, € responsavel pela discriminagcdo da espécie
Phloeophana longirostris, juntamente com o B-pineno (71), epoxido de
isoaromadendreno (98), isdmero da furanona (59), 3-metil-1etilciclopentano (70) e
o derivado do furano (69).

Para a espécie Phloea subquadrata, a 3-hepten-2-ona (18) e o trideceno
(47) foram os unicos compostos detectados apenas nesta espécie. No entanto, o
5-metil-2(3H)-furanona (11), o composto nao identificado 23, (E)-4-oxo-2-hexenal
(19), 5-etil-2(5H)-furanona (30) e o tridecano (50), foram relevantes para a

discriminagao desse grupo (Figura 30).
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Figura 30. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 29, destacando os compostos
relevantes na distingdo dos individuos da espécie Phloeophana longirostris (Pl) e Phloea
subquadrata (Ps).

O modelo construido para a analise entre jovens e adultos das duas
diferentes espécies apresentou quatro componentes principais com um percentual
de variancia de 47,23% (Tabela 5). Foram utilizados 22 individuos da espécie
Phloeophana longirostris e 30 da espécie Phloea subquadrata.

Ao longo da CP1 é possivel verificar que o modelo discriminou os
individuos jovens e adultos mesmo analisando as duas espécies juntas. Ao longo
da CP2 j& foi possivel verificar a distribuicdo dos adultos de Phloeophana
longirostris no quadrante superior a esquerda os adultos de Phloea subquadrata
no quadrante inferior a esquerda.

A andlise dos individuos jovens apresentou um padrdo homogéneo na
distribuicdo dos compostos. Esse fato pode ser explicado pela semelhanca entre
0s compostos produzidos por esses individuos independente da espécie. A
separacao bem definida dos jovens e adultos entre as duas espécies, demonstra a
presenca de moléculas que podem ser consideradas biomarcadores do estagio de

desenvolvimento desses percevejos (Figura 31).
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Figura 31. Grafico de escores para 0 modelo de PLS-DA (4 CP; 47,23% da variancia; Ry, = 0,95;
Rca = 0,98) mostrando a discriminacao entre individuos jovens e adultos pertencentes as espécies
Phloea subquadrata (Ps) e Phloeophana longirostris (Pl) ao longo de CP1 e PC2.

Os compostos envolvidos na discriminacdo dos

individuos adultos,

independente da espécie, ao longo da CP1 foram o 2-metilbutanoato de metila (6),
3-hepten-2-ona (18), acetato de (E)-2-hexenila (28), butanoato de 2-hexenila (41),
dodecano (42) e B-pineno (71). No entanto, os compostos 5-etil-2(3H)-furanona
(22), (2-2-octenal (31), (E)-2-octenal (32), 3-metil-1-etil-ciclopentano (70) foram

responsaveis pela separacao dos individuos jovens (Figura 32).
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Figura 32. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 31 destacando os compostos relevantes
na distingdo dos individuos jovens e adultos da espécie Phloeophana longirostris (Pl) e Phloea

subquadrata (Ps).
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A analise de PLS-DA entre os individuos adultos das duas espécies foi
realizada com cinco componentes principais, com uma variancia de 66,74%
explicada pelo modelo. Foram utilizados 10 individuos de Phloeophana longirostris
e 12 de Phloea subquadrata (Tabela 5). O resultado foi a distribuicdo dos géneros
ao longo da CP1, onde nos quadrantes a esquerda estao distribuidas as fémeas e
a direita os machos (Figura 33).

Pl & Ps (Macho x Fémea) Ps Fémea
20 I 2 : ; T . T - T o Ps Macho

CP2 (19,04%)
o
|
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20 -10 0 10 20

CP1(20,33%)
Figura 33. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (5 CP; 66,74% da variancia; Ry, = 0,75;
Rca = 0,99) mostrando a discriminagao entre machos e fémeas pertencentes as espécies Phloea
subquadrata (Ps) e Phloeophana longirostris (Pl) ao longo de CP1.

Foi possivel verificar uma separacao maior dos grupos (macho e fémea) na
espécie Phloeophana longirostris em relacdo a espécie Phloea subquadrata,
sendo que as fémeas de Phloeophana longirostris apresentaram um padréao mais
disperso dos demais grupos devido a presenca dos sesquiterpenos.

Os compostos responsaveis pelo agrupamento das fémeas ao longo da
CP1 foram: 3-metilexanoato de metila (20), acetato de hexila (27), a-cariofileno
(54) e B-selineno (94). Dentre esses compostos somente o 94 foi detectado
exclusivamente na espécie Phloeophana longirostris. Os demais foram comuns a
ambas as espécies. Para os machos foi possivel destacar dois compostos, 5-etil-
2(5H)-furanona (30) e o B-humuleno (53) (Figura 34). Todos os compostos
presentes nos machos foram detectados nas duas espécies de percevejos

estudadas.
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Figura 34. Grafico de pesos do modelo PLS-DA da Figura 33 destacando os compostos relevantes
na distincdo entre machos e fémeas das espécies Phloeophana longirostris (Pl) e Phloea
subquadrata (Ps).

A analise de PLS-DA, entre os individuos jovens das duas espécies,
considerou trés componentes principais. Conforme grafico e tabela (Anexo 1,
Anexo 2 e Anexo 3), a distribuicdo dos instares ndo seguiu um padrao em apenas
duas dimensdes. No entanto, na andlise por espécie, foi possivel verificar a
tendéncia de separacdo de acordo com os diferentes estagios de

desenvolvimentos analisados.

3.3. Identificacao e Caracterizacao dos Compostos do Conteudo
das Glandulas

Os compostos até aqui identificados foram coletados na fase gasosa
(headspace) e caracterizados por espectrometria de massas. Portanto, salvo os
compostos com padréao sintético, ficava a duvida da estereoquimica e posi¢des
das insaturagdes dos compostos majoritarios.

Adicionalmente, o fato de coletar os compostos na fase gasosa, néo
permitiu determinar a glandula emissora. Assim foi proposto analisar o conteudo
das glandulas de jovens e adultos e identificar as glandulas responsaveis pelo

armazenamento das secregoes.
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3.3.1. Identificacao do conteudo das glandulas

A andlise do conteudo das glandulas metatoraxicas dos adultos de Phloea
subquadrata foi realizada através da dissecagédo do inseto seguida da retirada do
liquido glandular com auxilio de uma microseringa.*®As primeiras anélises foram
realizadas por CG-EM sem adigdo de solvente para diluigdo da amostra. Desta
maneira, foi possivel verificar a variedade de compostos presentes na glandula
metatoraxica dos adultos, sendo os mais abundantes o (E)-2-hexenal (10), (E)-4-
oxo-2-hexenal (19), decano (24), acetato de (E)-2-hexenila (28), undecano (37),
butanoato de 2-hexenila (41), dodecano (42), acetato de 2-octenila (43), tridecano
(50), a-cariofileno (54) e o 6xido humuleno 11l (102) (Figura 40, Figura 35).
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Figura 35.Cromatograma de ions totais (CG-EM) do conteldo glandular de macho Phloea
subquadrata na auséncia de solventes. Condicao de analise: 40 °C (3 min)-290 °C (10 °C-min™). (*)
solvente. D: composto desconhecido. Numeragao dos picos cromatograficos conforme Figura 40.

Apés a diluicdo do conteudo glandular (acetato de etila bidestilado), a maior
parte dos compostos, que estavam em baixa abundancia, ndo foram mais
detectados (Figura 36). A estratégia de concentrar a mistura em fluxo de gas
inerte nao é eficiente devido a volatilidade dos compostos.

% Dissecagéo foi realizada no 1Q-UNICAMP pela Msc. Adriana T. Salomao (IB-UNICAMP).
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Figura 36. Cromatograma de ions totais obtidos através da andlise (CG-EM) do conteldo
glandular de macho Phloea subquadrata diluido em acetato de etila. Condi¢cdes de andlise: 40 °C-
290 °C (10 °C-min™"). Numeragao dos picos cromatograficos conforme Figura 40.

A identificacdo dos compostos glandulares dos individuos jovens de Phloea
subquadrata foi através das exUvias,*®as quais permanecem aderidas ao
exoesqueleto do inseto apdés a ecdise (muda), mantendo o conteudo glandular
(Figura 37).

Figura 37. Exavias de 4° instar da espécie Phloea subquadrata. (Foto: Francine S.A. Fonseca)

O uso de exuvias foi uma estratégia interessante, pois além de evitar o
sacrificio de animais dificulta a contaminacdo com outras biomoléculas. No
cromatograma desta analise foi possivel detectar o (E)-2-hexenal (10), (E)-4-oxo-
2-hexenal (19), (E)-2-octenal (32) e o undecano (37) como compostos majoritarios
(Figura 38). Esses compostos também foram detectados nas andlises do extrato
corporeo, dos volateis dessa espécie e da espécie Phloeophana longirostris.

Além desses compostos, foram encontrados nas amostras de exuvias trés
(A, B e C, Anexo 94) dos quatro possiveis dimeros do composto (E)-4-oxo-2-
hexenal (19) (m/z 112), que também foram detectados nas glandulas de adultos e
no extrato total das ninfas dos individuos de Phloea subquadrata.

89 Exoesqueleto quitinoso deixado apds a mudanga de um instar.
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Figura 38. Cromatograma de ions totais (CG-EM) de exUvias de 4° instar de Phloea subquadrata.
Condices de andlise: 40°C (3 min)-290°C (10 °C-min™). Numeragdo dos picos cromatograficos
conforme Figura 40. (*) produtos de decomposigédo da coluna cromatografica.

A analise do contetudo glandular pelo método de compressao da parte
ventral do inseto nao foi eficiente, pois revelou uma baixa abundéancia e variedade
de compostos quando comparada as técnicas de retirada direta com microseringa
e uso exuvias. A tentativa de utilizar essa técnica foi, principalmente, pela
dificuldade de encontrar exuvias frescas no campo. De acordo com o
cromatograma obtido (Figura 39) os compostos (E)-4-oxo-2-hexenal (19) e (E)-2-

octenal (32) foram predominantes na ninfa de 5° instar.
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Figura 39. Cromatograma de ions totais (CG-EM) de exlvias de Phloea subquadrata. Condigcoes
de analise: 40°C (3 min)-290°C (10 °C-min'1). Numeracao dos picos cromatogréficos conforme
Figura 40. (*) contaminantes do solvente.
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Figura 40. Compostos majoritarios presentes nas glandulas de Phloea subquadrata e
Phloeophana longirostris.

3.3.2. Caracterizacao quimica do conteudo glandular

A estereoquimica dos compostos (E)-2-hexenal (10) e (E)-4-oxo-2-hexenal
(19) de Phloea subquadra foram determinadas pelas constantes de acoplamento
entre H-2 e H-3 de 10 (J=15,7 Hz) e H-2 e H-3 de 19 (J=16,4 Hz) obtidas nas
andlises de RMN de 'H e caracteristicos de hidrogénios olefinicos com
configuracdo (E).*® Esses compostos foram retirados diretamente da glandula

metatoraxica de machos para analise (Figura 41, Tabela 6).

Al

S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 pPpm

Figura 41. Espectro de RMN de 'H (400,00 MHz, CDCl; TMS) da misturas dos compostos
(undecano, (E)-2-hexenal, (E)-4-oxo-2-hexenal), retirados diretamente da glandula de macho de
Phloea subquadrata.

“0 Silverstein, R. M.; Bassler, G. C.; Morrill, T. C. Spectrometric Identification of Organic Compounds. 1991.
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Por se tratar de uma mistura de compostos a analise de RMN de 'C,
auxiliou juntamente com as demais analises (CG-EM) na identificacdo dos
compostos (Figura 42, Tabela 6, Anexo 100 e Anexo 101).
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Figura 42. Espectro de RMN de '°C (125,69 MHz, CDCl;) da secre¢do da glandula de macho de
Phloea subquadrata. Processamento realizado no programa MestRec.
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Tabela 6. Atribuicoes dos deslocamentos quimicos de RMN dos compostos (E)-2-hexenal (10) e (E)-4-oxo-2-hexenal (19)

retirados da glandula de macho Phloea subquadrata.

(E)-2-hexenal (10)

N°C
5'°C (ppm) 8'H (ppm)
1 193,3 9,51 (d, 1H, J= 7,9 Hz)
2 133,2 6,13 (ddt, 1H, J= 15,7 Hz, J=7,9Hz, J=1,5Hz)
3 158,6 6,85 (dt, 1H, J= 6,8Hz, J=15,7)
4 34,5 2,32 (m, 2H)
5 29,4 1,55 (m, 2H)
6 14,1 0,97 (t, 3H, J=7,4 Hz)
54 A
s I 5o
@)
N° G (E)-4-oxo-2-hexenal (19)
5'°C (ppm) 8'H (ppm)
1 193,1 9,78 (d, 1H, J= 7,2 Hz)
2 137,7 6,79 (dd, 1H, J=16,4 Hz e J=7,2 Hz)
3 1443 6,88 (d, 1H, J= 16,4 Hz)
4 200,3 -
5 34,7 2,74 (q, 2H, J= 7,2 Hz)
6 7,5

1,17 (t, 3H, J=7,2 Hz)
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A caracterizacdo dos compostos majoritarios, por RMN de 'H e '3C,
presentes no conteldo glandular das fémeas e jovens das espécies Phloea
subquadrata e Phloeophana longirostris foi através da maceracao total do inseto
com solvente deuterado. Nos extratos das fémeas foi caracterizado o composto
(E)-2-hexenal (10), também presente nos machos, e o acetato de (E)-2-hexenila
(28) (Anexo 102 e Anexo 103). Em relacao aos jovens, foi possivel caracterizar o
(E)-4-oxo0-2-hexenal (19) e o (E)-2-octenal (32) (Anexo 106 e Anexo 107). Em
todos os individuos analisados foi possivel identificar os hidrocarbonetos
saturados decano (24) e o undecano (37).

De maneira geral, uma das maiores caracteristicas dos membros da familia
dos pentatomideos é a capacidade de liberar compostos punjentes. Nos jovens
essas secregbes sdo armazenadas em glandulas dorso-abdominal e nos adultos,
nas glandulas metatoraxicas. O conteudo glandular de todos os individuos
analisados de Phloea subquadrata e Phloeophana longirostrisé constituido por um
sistema bifasico, assim como relatado para a maior parte dos percevejos.*!

O hidrocarboneto saturado undecano (37), constitui 0 composto majoritario
das glandulas dos adultos (60% abundancia relativa) e os aldeidos insaturados
(10) e (32), juntamente com acetatos (28) e outros compostos funcionalizados
compbe a porcao mais polar da glandula metatoraxica (40%) em adultos de
ambas as espécies estudadas.***® Qutra caracteristica relevante é a presenca de
um pigmento laranja intenso no tecido que reveste a glandula metatoraxica dos
adultos das espécies Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris. E reportado
na literatura, para outras espécies de pentatomideos, que a presenga desse
pigmento no reservatorio glandular, permite o armazenamento de produtos
quimicos agressivos, sem causar a auto-intoxicagao.***°

A funcédo dos compostos detectados nas glandulas para as duas espécies
de percevejos estudadas nesse trabalho, ainda ndo é conhecida. Porém, para a
maior parte dos compostos identificados, existem relatos da importancia destas

“I'Blum, M. S.; Traynham, J. G. Science. 1960, 132, 1480-1481.

*2 MacLeod, J.K.; et. al. J. Insect Physiol. 1975, 21, 1219-1224.

3 Remold, H.Nature.1963,198, 488.

* Waterhouse, D.F.; Gilby, A.R. J. Insect Physiol. 1964,10, 6, 977-987.
“5 Staddon, B.W. Advances Insect Physiol. 1979,14, 351-418.
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moléculas para outras espécies. Pouco é conhecido sobre a biossintese dos
precursores das moléculas funcionalizadas presentes nas glandulas dos
percevejos. Alguns trabalhos relatam que grande parte dos constituintes
glandulares é sintetizada pelos insetos.*®*’ No entanto, é possivel também a
incorporagao e concentragdo de compostos retirados da seiva de plantas. Estes
compostos podem atuar como precursores biossintéticos e na defesa intra e inter-

especifica.*®

3.4. Analises dos Volateis das Plantas

As andlises dos volateis presentes no percevejo Phloea subquadrata,
revelaram uma variedade de compostos que sao normalmente encontrados em
plantas. Com isso, buscamos investigar se as plantas que os insetos utilizam
como abrigo e alimento apresentam estes compostos.

As espécies de plantas, classificadas como hospedeira da espécie Phloea
subquadrata e utilizadas neste trabalho foram: Eugénia sp., Eugénia acutata,
Eugénia blastantha, Eugénia neoverrucosa, Myrciaria floribunda var. “vermelha” e
Myrciaria floribunda var. “branca” (Figura 43).'

Figura 43. Caules de espécies de Myrtaceae hospedeiras de Phloea subquadrata na Serra do
Japi, Jundiai, SP. A: Myrciaria floribunda var. “vermelha”; B: M. floribunda var. “branca”; C: Eugenia
blastantha; D: Eugenia sp.; E: E. acutata.; F: E. neoverrucosa.(Fotos: Adriana T. Saloméao)

46 Blum, M.S. Ann. Rev. Entomol.1987, 32, 381.
*" Gordon, H.T.; et al.Nature. 1963, 197, 23.
8 Duffey, S. S. Ann. Rev. Entomol.1980, 25, 447-77.
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Além das plantas analisadas, foram coletadas na mesma area de reserva e
na mesma época do ano, quatro espécies de plantas (Eugénia pyriformes, Vitex
sp., Ciclolobium sp. e Ceiba speciosa).Essas plantas foram coletadas por serem
consideradas ndo hospedeiras para o percevejo Phloea subquadrata.*

A analise por CG-EM/SPME dos volateis dos caules das plantas revelaram
um padrao de compostos diferentes para as espécies de plantas que os insetos
utilizam como abrigo e alimento em relacdo as plantas ndo hospedeiras (Figura
44).5°
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Figura 44. Cromatograma de ions totais (CG-EM/SPME) referente a analise dos volateis das
plantas através da técnica de SPME. A: planta hospedeira (Eugénica acutata). B: planta nao
hospedeira (Ciclolobium sp.). Condicdo de andlise: 40 °C (3 min), seguida de 10 °C-min™ até 290
°C.

Na analise dos volateis da planta hospedeira (Eugénia acutata) foi
detectada uma variedade de compostos, dentre eles destacam-se o 3-metil-1-
butanol (104), hexanal (105), 3-hexenol (106), hexanol (107), metoxibenzeno (108)
e o pineno (109). Na anadlise da espécie (Ciclolobium sp.), nao hospedeira, outros
compostos foram mais abundantes como 1-octen-3-ol (110), 3-octanona (111) e 0
3-octanol (112) (Figura 45).

9 Trabalho de observacgéo e coleta realizado pela biéloga Msc. Adriana T. Salomao I1B-UNICAMP.
%0 Zhang, Z. M.; WeiWu, W.; Li, G.J. Chrom. Scienc.2009, 47, 291-296.
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Figura 45. Compostos volateis detectados nas plantas analisadas.

Foram detectados nas espécies de plantas hospedeiras estudadas,
compostos volateis comuns aos percevejos Phloea subquadrata e Phloeophana
longirostris. Na andlise dos volateis de Eugénia acutata, além dos compostos
apresentados (Figura 45) foi possivel detectar o aldeido (E)-2-hexenal (10) e os
sesquiterpenos, a-gurjuneno (87) e o a-aromadendreno (91). Para as espécies
Eugénia blastantha, Eugénia sp. somente o composto limoneno (76), encontrado
nos adultos de Phloeophana longirostris, teve destaque. A espécie Eugénia
neoverrucosa apresentou o sesquiterpeno B-humuleno (53), comum a ambas as
espécies de percevejos estudadas, como o composto mais abundante em relacao
aos demais detectados. No entanto, as espécies Mpyrciaria floribunda var.
‘vermelha” e Myrciaria floribunda var. “branca”, ndo apresentaram nenhum
composto majoritario comuns aos percevejos.

De maneira geral, a selecdo de uma planta hospedeira por um inseto
herbivoro, é um processo que envolve varios critérios, e os volateis emitidos pela
planta é apenas um dos sinais para selecdo.’’ A presenca de outros insetos,
danos fisicos pré-existentes, luminosidade e balanco hidrico sdo condi¢cées que
influenciam  osherbivorosadiferenciaros  habitats  potenciais para sua
permanéncia.’®*> Além disso, ambas as espécies de percevejo estudadas,
apresentam caracteristicas morfolégicas (fenotipicas) do corpo que remetem a

estrutura do tronco da planta selecionada pelo inseto.''®

*" Magro, J. N.; et. al. Chemoecol.2007, 17, 37-45.
%2 McGuire, R. J.; Johnson, M. T. J. Ecol. Entomol. 2006, 31, 20-31.
5 Gouinguene, S. P.; Turlings, T. C. J. Plant Physiol. 2002, 129, 1296-1307.
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Os compostos volateis emitidos a partir das plantas podem mediar um
variado conjunto de interacdes ecoldgicas. Essas interagcdes podem desempenhar
papéis importantes na defesa contra os préprios herbivoros e na atracdo de
polinizadores para as plantas.>* Alguns volateis emitidos, induzem uma resposta a
herbivoria que pode modificar a capacidade de um herbivoro em selecionar uma
planta hospedeira. Além disso, podem fornecer sinais para as plantas vizinhas,
ndo danificadas, se prepararem para um possivel ataque.”® No entanto, a
correlacdo dos volateis dos insetos com os da planta hospedeira, podera ser

confirmada por meio de analises como a de is6topos estaveis de carbono.®®

3.5. Sinteses de Padroes

Dois compostos foram sintetizados, o alcool insaturado (E)-2-hexen-1-ol
(12) e o oxo-aldeido (E)-4-oxo-2-hexenal (19). O (E)-4-oxo-2-hexenal (19) foi
sintetizado a partir de 2-etilfurano na presenca de N-bromosuccinimida (NBS), em

piridina, THF, acetona e agua, obtendo-se um rendimento final de 35% (Esquema
1).57,58

0
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Esquema 1. Proposta de reacao para formacgao do produto (E)-4-oxo-2-hexenal (19).

54 Pareja M.; et. al. PLoS ONE. 2012,7, 31971. doi:10.1371/journal.pone.0031971.
% Herrmann, A. The Chemistry and Biology of Volatiles. 2010.

% Hood-Nowotny, R.; Knols, B. G. J. Entomol. Experimental. Appl.2007, 124, 3-16.
" Dauben, H. J.; McCoy, L. L.J. Am. Chem. Soc. 1959,81,4863-4873.

%8 Kobayashi,Y.; et. al. J. Org. Chem.1998, 63, 7505-7515.

56



Capitulo | — Resultados e Discussdo

Utilizando este procedimento, foi possivel obter o isdmero (Z2) produto
cinético da reagcdo, e o isdbmero (E), produto termodinamico.*® Porém, a
caracterizacdo quimica por RMN de 'H e 3C s6 foi possivel para o produto o (E)-
4-ox0-2-hexenal (19).%°

A co-injecao do produto sintético bruto, com o produto natural, permitiu
confirmar que o composto sintetizado, (E)-4-oxo-2-hexenal (19), se tratava

realmente do mesmo produto encontrado na glandula, por apresentar 0 mesmo

tempo de eluicao (Figura 46).
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Figura 46. Cromatogramas de ions totais (CG-EM) referentes a co-injecao do produto sintético (E)-
4-oxo-2-hexenal com o conteddo glandular de fémea de Phloea subquadrata. Condigcbes de
analise: 40 °C (3 min), seguida de 10 °C-min™" até 290 °C. Numerag&o dos picos conforme Anexo

6.

Durante o processo de purificagdo foi possivel separar quatro compostos
que apresentavam ions moleculares de m/z 224 que correspondem ao dobro da
massa do (E)-4-oxo-2-hexenal (19) (m/z112) (Figura 47, Anexo 141).

% MacLeod, J.K; Bott, G.; Cable, J. Aust. J. Chem.1977, 30, 2561-4.
8 Moreira, J. A.: Millar, J. G. J. Chem. Ecol. 2005, 31, 956-968.
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Figura 47. Cromatograma de ions totais (CG-EM) dos produtos sintéticos referentes aos dimeros
do 4-oxo0-2-hexenal (D, E, F e G). Condicdo de andlise: 40°C (3 min), seguida de 10 °C-min™" até
290°C. Tempo de retengdo D: 20,75 minutos; E: 20,94 minutos; F: 21,09 minutos; G: 21,16

minutos.

Compostos com espectros de massas similares foram detectados no
extrato de ninfas de 5° instar, nas amostras de exuvias e nas glandulas de

machos e fémeas da espécie Phloea subquadrata (Figura 48, Anexo 142).
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Figura 48. Cromatograma de ions totais (CG-EM) do conteddo glandular de macho Phloea
subquadrata (na auséncia de solventes), mostrando os 4 dimeros naturais (m/z 224).Condi¢des de
analise: 40°C (3 min)-290 °C (10 °C-min™"). Numeragéo dos picos cromatograficos conforme Tabela

3.

Existem relatos na literatura da presenca desses dimeros em exuavias de
Nezara viridula, em extratos de outras espécies de percevejos. No entanto, sao
considerados artefatos produzidos espontaneamente a partir da secregcdo dos
compostos.®’ Em um bioensaio, com antenas do percevejo (Piezodorus hybneri)

utilizando os dimeros na concentragdo 0,01 mg-mL™, foi possivel obter uma forte

& Aldrich, J. R., et al.Z. Naturforsch. 1993, 48, 73-79.
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resposta da antena na analise por CG-EAD (cromatografia gasosa acoplada a
eletroantenografia).®

Estes dimeros foram somente detectados por espectro de massas e as
estruturas dessas moléculas ndo foram elucidadas. Entretanto o processo de
dimerizacdo de cetonas a, B-insaturadas pode ocorrer através de reacdes de

Diels-Alder, justificando a presenca desses dimeros.®

52 Oduor, A. Master’s thesis, 2007, Wageningen Universiteit. Netherlands. 96 pg.
® Lian, G.; Yu, B. Chem. Biodiver. 2010,7, 2660-2690.
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4. CONCLUSOES

Este trabalho relata, pela primeira vez, a composi¢cao quimica dos volateis e
do conteudo glandular de machos, fémeas e ninfas (1° ao 5° instares) presentes
nas espécies de percevejos Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris.

Na espécie Phloea subquadrata todas as ninfas apresentam os aldeidos
insaturados (E)-2-pentenal (5), (E)-2-hexenal (10) e (E)-2-octenal (32), juntamente
com o (E)-4-oxo-2-hexenal (19). Ja nos adultos desta espécie predominam o (E)-
2-hexen-1-ol (12) e o acetato de (E)-2-hexenila (28). Além desses dois compostos
0s sesquiterpenos 53 e 54 foram encontrados apenas nos adultos. Com base em
dados da literatura, o cariofileno (53) atua como feroménio de atracdo para varias
espécies de percevejos. Como esse composto foi detectado apenas nos machos
de Phloea subquadrata, esse fato é importante para estudos de atracéo sexual.

As ninfas (2° a 4° instares) da espécie Phloeophana Ilongirostris
apresentaram o (E)-2-hexenal (10), (E)-4-oxo-2-hexenal (19), decano (24), (E)-2-
octenal (32), undecano (37) e o tridecano (50) como compostos majoritarios. Ja os
adultos revelaram o (E)-2-hexen-1-ol (12) e 0 acetato de (E)-2-hexenila (28) como
compostos majoritarios exclusivos. Vale ressaltar que o mesmo padrdao de
compostos majoritarios foi detectado em Phloea subquadrata.

As analises dos volateis liberados apds estimulo levaram a identificacao de
100 compostos. Destes, 44 foram exclusivos da espécie Phloeophana longirostris
e 12 da espécie Phloea subquadrata e 44 comuns a ambas. Essa variedade de
compostos, liberados apds estimulo, mostra a complexidade que pode existir nos
sistemas que envolvem as defesas quimicas desses insetos. Além disso, foi
possivel discriminar nas fémeas de Phloeophana longirostris uma série de
sesquiterpenos exclusivamente detectados nesse grupo.

Devido ao elevado numero de compostos detectados e do numero de
individuos envolvidos, a analise de PLS-DA auxiliou a organizacao dos resultados.
Apesar destes insetos pertencerem a mesma familia (Phloeidae), e a géneros
diferentes, existe uma clara distincdo dos volateis liberados por Phloea
subquadrata e Phloeophana longirostris. Além disso, foi possivel verificar que
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existem diferencas entre os compostos volateis liberados pelos individuos da
mesma espécie. Dessa forma, de acordo com os diferentes instares, ocorre uma
variagcdo no padrao de liberacao dos principais volateis. Além disso, foi possivel
verificar que existe uma discriminagdo entre os volateis liberados por machos e
fémeas.

As andlises das plantas, utilizadas como abrigo e fonte de alimentacao por
individuos da espécie Phloea subquadrata, revelaram cinco compostos comuns
aos volateis liberados pelos insetos dessa espécie e de Phloeophana longirostris.
No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagcédo direta entre os compostos
presentes nas plantas hospedeiras com os volateis dos insetos. Estudos de razédo
isotépica (IRMS, Isotope Ratio Mass Spectrometry), a partir da planta e do
conteudo glandular, poderao fornecer dados para auxiliar nesta correlagéo.

Por fim, tornam-se necessarios ensaios de campo para entendermos a
funcdo desses compostos para os percevejos. Apesar de conhecermos o0s
principais componentes glandulares de ambas as espécies, as estratégias para
teste de campo ainda sdo complexas. O elevado numero de compostos
detectados e a pouca informagéo existente sobre as espécies, eleva o numero de
variaveis que podem ser geradas. A realizacado de bioensaios, a partir do uso das
antenas dos insetos como biossensores (CG-EAD), podera auxiliar na selecéao
dessas moléculas. Assim, sera possivel a selecao de compostos, para cada grupo
de insetos, o que facilitard o desenho experimental para testes de campo.
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5. INTRODUCAO

5.1. Micro-organismos do Género Bacillus

Os micro-organismos do género Bacillus incluem mais de 60 espécies, com
ampla ocorréncia na natureza. A capacidade de sobreviver nos mais variados
ambientes é favorecida por um sofisticado mecanismo de defesa, expresso
quando o micro-organismo é submetido a condi¢des indspitas.®* Esse mecanismo,
esta relacionado com a habilidade de alterar temporariamente a expressao de
genes, que modificam o fenotipo de algumas células levando a formagéo dos
esporos.®% Nessa estrutura o material genético do micro-organismo se mantém
protegido por membranas, juntamente com o contetido citoplasmatico.®’

E reportado que esporos de Bacillus exibem uma extraordindria resisténcia
a radiagao ultravioleta (UV), produtos quimicos (tais como peroxidos e hipoclorito)
e ao calor. Essas caracteristicas interferem diretamente em questdes econémicas,
ambientais e de salde publica.®® Alguns ambientes considerados completamente
assépticos pelos métodos de limpeza e esterilidade, como as salas de montagem
de naves espaciais, revelaram a existéncia de uma diversidade microbiana com
predominancia de dois micro-organismos Bacillus licheniformis e Bacillus
pumilus.®®

Os perfis metabdlicos, bioquimicos e moleculares de cepas de Bacillus
pumilus, isoladas da sala de montagem de naves espaciais da NASA (Spacecraft
Assembly Facility), foram analisados, revelando-se um grupo diferenciado de

Bacillus que poderia pertencer a um novo taxon.”®’"

% Setlow, P. Environmental and Molecular Mutagenesis. 2001, 38-97.

65 McKenney, P.T.; Driks, A.; Eichenberger, P. Nature Review. Microb.2013,11, 33-44.
% Dahl, M.K. Bacillus. Academic Press. 1999, University of Erlangen, Germany.

%7 Priest, F. G. Biotechnology: Bacillus.Academic Press. 2008.

68 Nicholson, W.; et. al.Microb. Molec. Biol. Rev.2000, 64, 3, 548-572.

1 a Duc, M. T.; Kern, R.; Venkateswaran, K.Microb. Ecol. 2004, 47, 150-158.

70 NASA, “National Aeronautics and Space Administration”.

" Dickinson, D.N.; et. al.J. Microb. Methods. 2004, 58, 1-12.
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Trabalhos subsequentes, a partir da sequéncia do gene da girase-B,
revelaram que essas cepasdiferenciadas de Bacillus pumilus, pertenciam
realmente a uma nova espécie de micro-organismo, denominada como Bacillus
safensis.”? Esse micro-organismo recebeu esse nome em homenagem ao local

que foi descoberto (SAF “Spacecraft Assembly Facility”).”®

5.2. Bacillus safensis

Existem na literatura poucos trabalhos a respeito do Bacillus safensis. A
partir da andlise da cepa FO-36b" foi verificado que este micro-organismo é Gram-
positivo, mesofilo, aerdbio e quimiotréfico, apresentando esporos como estruturas
de resisténcia e flagelos para locomogdo.”* Além dessas caracteristicas, foram
detectadas algumas oxirredutases (oxidase e catalase) e hidrolases (esterases e
B-galactosidases).”

Em amostras de solo do deserto da Mongélia foi isolada a cepa de Bacillus
safensis MS11, identificada através da sequéncia do gene rRNA 16S com
similaridade de 99,439% em relagdo a cepa FO-36b'. Esta cepa (MS11) revelou
tolerancia a elevadas concentracdes de arsénio e boro além da capacidade de
oxidar o arsénio.”

Uma terceira cepa (JUCHE 1) do Bacillus safensis, isolada de soro de leite,
foi patenteada. A descricao apresenta o potencial de aplicacdo dessa cepa nos
processos de fermentacdo e na detoxificacdo de metais pesados em efluentes
industriais, entre outras.”® Além dessa patente, mais dois trabalhos s&o
apresentados na literatura com aplicagédo dessa cepa (JUCHE 1). Em um deles é
abordada a capacidade probibtica desse micro-organismo, € em outro é reportada

a purificagdo e caracterizagdo de uma hidrolase do tipo B-galactosidade.””"®

72 Satomi, M.; et al. International J. of System. and Evolution. Microbiol. 2006,1735-1740.

"8 Sala de Montagens de Veiculos Espaciais. Jet Propulsion Laboratory - NASA.Pasadena, CA, USA.

4 Probst, A.; Appl. Environ. Microbiol. 2011, 77, 1628-1637.

75 Raja, C. E.; Omine, K.African J. Biotechnol.2012, 11, 9, 2267-2275.

’® Nath A.; Chowdhury, R.; Bhattacharjee, C. 2011, J42539 [52].

7 Nath, A.; Ghosh, S.; Chowdhury, R.; Bhattacharjee, C. Inter. J. System. Algorith. Appl.2012, 2, 2277-2677.
8 Nath, A.; et. al.ICABPS. 2013, 7-16.
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No nosso grupo de pesquisa (IQ-UNICAMP), uma cepa de Bacillus safensis
CFAO06 foi isolada de uma amostra de petréleo biodegradado. Essa amostra de
petréleo é originada do Campo Pintassilgo da Bacia Potiguar, localizada no Estado
do Rio Grande do Norte, Brasil.”® Triagens enzimaticas da cepa (CFA06)
revelaram que a mesma expressa epoxido-hidrolases, esterases e
monoxigenases. Esta ultima, pertencente a grande classe das oxirredutases,
chamou a atencéao por apresentar elevado potencial na degradagcao de compostos
aromaticos.

Assim sendo, esta cepa CFA06 apos total caracterizagdo do seu potencial
enzimatico, teve o seu genoma sequenciado no grupo de pesquisa da Profa.
Anete Pereira de Souza (CBMEG-UNICAMP), sendo o mesmo depositado na

base de dados GOLD (Genome Online Database).?®'

5.3. Oxirredutases

As oxirredutases sao responsaveis por reagoes de oxidacdo e redugéo e
representam a segunda maior classe (25%) de enzimas com aplicacdo em
biocatalise.®? Essas enzimas podem ser organizadas de varias maneiras, e de
acordo com o mecanismo de acdo, sdo classificadas em quatro grandes grupos:
oxigenases, peroxidases, oxidases e desidrogenases.

As oxigenases, oxidases e peroxidases catalisam reagdes de oxidacao
consideradas irreversiveis, pois as reacdes de reducdao do O, e H-O, que as
acompanham sdo altamente exotérmicas. Por outro lado, as desidrogenases séo
enzimas geralmente consideradas capazes de catalisar reacdes reversiveis,
podendo ser usadas na catdlise de reacdes de oxidacio e reducdo.®

As reacbes de oxidagcao sao estratégias importantes para a transformacéao
de grupos funcionais. Muitas dessas reacdes podem ocorrer espontaneamente,

7 |solamento da cepa CFA 06 realizado pelo Msc. Célio F.F. Angoline (IQ-UNICAMP).
80 Sequenciamento realizado pela Dra. Priandra Rios Laborda.

®" http://www.genomesonline.org/cgi-bin/GOLD/index.cgi.

% QOliveira, L.G.; Mantovani, S.M. Quim. Nova. 2009, 742-756.

8 Blank, L. M.; et. al.Antioxid. Redox Signaling. 2010, 349-394.
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entretanto, outras requerem o uso de catalisadores que auxiliam na diminui¢cdo da
energia de ativacdo necessaria para a transformacdo quimica.®*

Nestas reacdes os biocatalisadores representam uma alternativa viavel as
metodologias tradicionais, pois reduzem ou eliminam o emprego de substancias
que possam causar riscos e danos ambientais, em comparacdo com alguns

tradicionais catalisadores quimicos.3°:8:87:88

Os processos industriais que
empregam catalisadores biologicos s&o geralmente considerados como
“processos limpos”, e de acordo com os principios da Quimica Verde.®

Os processos biocataliticos podem ser realizados através de enzimas
isoladas ou por meio de enzimas que atuam em células integras. Ambos
apresentam vantagens e desvantagens e, por isso, varios parametros devem ser
analisados ao definir as implementa¢dées dos processos e suas condi¢bes. Uma
das grandes vantagens da utilizagdo de enzimas isoladas € a auséncia de reacgoes
secundarias, as quais podem causar perdas de rendimento. Porém, essa
aplicacao encontra limitacoes devido a instabilidade e a dependéncia por cofatores
de algumas classes de enzimas. Uma alternativa para contornar essa situacéo &
promover a regeneracao de cofatores, 0 que pode ser realizado através de um
sistema enzimatico.%

O biocatalisador mais adequado para uma reacao pode advir de varias
fontes, desde enzimas disponiveis comercialmente até a triagem microbiana em
colegdes de cultura, amostras de solo ou bibliotecas metagenémicas.’’*
Ecossistemas de ambientes extremos como fontes hidrotermais, hipersalinas,
geleiras, entre outras sdo favoraveis a prospecgado. A sobrevivéncia de micro-

organismos nesses ambientes sugere uma adaptacdo de suas enzimas a essas

8 Sanchez, A. V.; Zarraga, J. G. A. J. Mex. Chem. Soc. 2007,51.
8 Sansiaume, E.;et.al. Tetrahedron: Asymmetry. 2010, 1593-1600.
% Tan, H. S. G., et.al. Food Chem. 2011, 80-84.
% Lin, W., et.al. Process Biochem. 2010, 1529-1536.
88 Carballelra J. D., et. al.Biotechnol. Advances. 2009, 686-714.
Salomon A L; Wendhausen R. Dynamis. 2007.13, 39-45.
Grunwald P. B/ocata/ySIs Biochemical Fundamentals and Applications. 2009.
Koonln E. V. Nature Biotechnology. 2007, 540-541.
2 Mocali, S.; Benedetti, A. Resear. Microbiology. 2010, 497-505.
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condicbes o que pode ser uma caracteristica favoravel para as reagdes
biocatalisadas.®

% Borges, K.B. et.al. Tetrahedron: Asymmetry. 2009, 385-397.
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6. OBJETIVOS

A oportunidade de estudar o potencial enzimatico do micro-organismo
Bacillus safensis, foi um desafio para o grupo e para ciéncia. Foram propostos trés

objetivos especificos:

v’ Isolar as oxirredutases expressas por Bacillus safensis da cepa CFAQ06 e
detectar a atividade de oxirredutase, através de substratos fluorogénicos
derivados de umbeliferona;

v Purificar as proteinas do lisado celular por meio de cromatografia de troca
ibnica (FPLC) e separar as proteinas obtidas nas fracbes de acordo com a
carga e a massa molecular (SDS-PAGE);

v Realizar a caracterizagdo quimica e bioquimica das fracbes de maneira a

selecionar as proteinas de interesse e submeté-las a analise por
espectrometria de massas para a identificacao.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Deteccao da Atividade Enzimatica de Bacillus safensis

O Bacillus safensis CFA06 foi submetido a triagem enzimatica, utilizando
substratos fluorogénicos juntamente com seus respectivos controles derivados de
umbeliferona (Figura 49).

Esses ensaios necessitam da comparacao entre o resultado da biorreacao
com um controle feito a partir do produto sintético dessa reagéo, considerado
100% de conversao. A reacdao é adicionalmente comparada a outro controle,
denominado negativo, realizada na auséncia do biocatalisador representando 0%

de conversao.
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Figura 49. Substratos fluorogénicos e respectivos produtos de oxidagao utilizados nos ensaios
com Bacillus safensis (CFA06).

Os produtos provenientes da acdo de monoxigenases 123, 125, 127 e 129
sao facilmente detectados por fluorimetria (UV-VIS), em funcéo da liberacao do
fluoréforo.®* Esse modelo de ensaio enzimatico utilizando substratos fluorogénicos

derivados de umbeliferona foi proposto por Reymond e colaboradores para

% Janzen, W.P. High-Throughput Screnning: Methods and Protocols. 2002.
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enzimas isoladas, sendo adaptado em conjunto com o nosso grupo (lQ-
UNICAMP) para células integras.®>%

Nesse ensaio de triagem enzimatica, o Bacillus safensis apresentou
atividade catalitica, demonstrando preferéncia pelo substrato 122 e parcialmente
pelo 126. As reacdes foram consideradas positivas quando as porcentagens de
conversao do substrato avaliado no produto de interesse foram superiores a 5%
(Tabela 7). Desta maneira, os substratos 124 e 128 nao atingiram o limite minimo

de converséo no tempo de reacdo padronizado.

Tabela 7. Resultados obtidos (%) com Bacillus safensis cepa CFA06 nos ensaios
com substratos (122-128) para deteccao de oxigenases

. Substrato Substrato Substrato Substrato
Tempo de reacao
(122) (124) (126) (128)
24horas 6,4 - - -
52horas 11,3 - 6,6 -
76horas 11,2 - 5,0 -
96horas 8,6 - 5,0 -

* (-) indica atividade enzimatica com limite inferior a 5% de conversao do substrato no produto de interesse.

O substrato 122 apresentou a melhor porcentagem (11,3%) de conversao
apds 52 horas de incubacéo, revelando a acao de oxigenases. Essas enzimas
podem atuar na incorporagdo de um (monoxigenases) ou dois (dioxigenases)
atomos provenientes do oxigénio molecular em diferentes substratos organicos.”’

As reagbes apresentadas na oxidagao dos substratos 122 e 126, propdem a
atuacdo de enzimas pertencentes a classes das oxirredutases, entre elas estao as
Baeyer-Villiger monoxigenases (123), enzimas do tipo citocromo P450 e

peroxidases (131) (Esquema 2).

% Klein, G.; Reymond, J.L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-1116.
% Bicalho, B. et al. J. Braz. Chem. Soc. 2004, 6, 911-916.
" Hegeman, A. D.; Frey, P.A. Enzymatic Reaction Mechanisms. Oxford University Press. 2007.
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Esquema 2. Substrato 122, com os possiveis produtos 123 e 131 apds oxidagdo enzimatica,
levando a posterior formagao do anion umbeliferila (130).

A atuagdo do micro-organismo sobre o substrato 126 demonstrou uma
porcentagem de conversao de 6,6%, apos 52 horas de incubacao, revelando baixa

eficiéncia enzimatica para esse composto (

Esquema 3).
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Esquema 3. Substrato 126, com o produto 127 apés oxidagdo enzimatica levando a posterior
formacéao do anion umbeliferila (130).

A atividade enzimatica apresentada, de acordo com os produtos formados
123 e 127 ¢é do tipo Baeyer-Villiger monoxigenases. Essas enzimas sé&o
normalmente dependentes de flavina, e sdo capazes de converter cetonas em
ésteres ou lactonas, através do mecanismo proposto utilizando o NAD(P)H como

cofator.®®

% Faber K. Biotransformations in organic chemistry. 4" ed. Springer. 2004.
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Esquema 4. Ciclo catalitico da Baeyer-Villiger monoxigenase.*

O ciclo se inicia com a reducdo do FAD pelo NAD(P)H e uma rapida
oxidacao da flavina através do oxigénio molecular, formando o anion peréxido de
flavina ainda na auséncia de substrato. Este peréxido atua como nucledfilo e ataca
0 substrato carbonilico formando uma estrutura tetraédrica, denominado
“Intermediario de Criegee”. O ciclo catalitico € encerrado com a eliminagao de uma
molécula de 4gua levando & regeneragdo do FAD.'%

As enzimas do sistema citocromo P450 s&o monoxigenases heme-
dependentes que atuam no transporte de elétrons do NAD(P)H para o oxigénio

107 Essas enzimas nio estio

molecular, transferindo oxigénio para o substrato.
apenas envolvidas nas reacdes de hidroxilacdo, mas também em reacbes de
sulfoxidagdo, epoxidacdo e desalogenacdo, entre outras.'® De acordo com o
sistema redox, as P450 podem ser organizadas em quatro grupos distintos (Figura

50).

Flgura adaptada:Mihovilovic, M. D. et. al. Eur. J. Org. Chem.2002, 3711-3730.
% Mihovilovic, M.D., Milller, B., Stanetty, P. Eur. J. Org. Chem. 2002, 3711-3730.
101 ., Wong, L.Curr. Opin. Chem. Biol. 1998, 263-268.

%2 Mansuy, D. Comp. Biochem. Physiol. 1998,5-14.
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Figura 50. Classificacdo da P450 conforme o sistema de transferéncia de elétrons.'®

Muitas bactérias apresentam a classe |, que requer uma redutase contendo
FAD e uma redoxina ferro-enxofre. A classe IlI, normalmente encontrada no
reticulo endoplasmatico, requer uma cadeia simples de peptideos contendo o
dominio FAD/FMN redutase para o transporte de elétrons. A classe lll nao requer
doadores de elétrons, pois utiliza a via do peroxido de hidrogénio para realizar a
oxidacao, sendo considerada auto-suficiente. As enzimas da classe IV, no entanto,
recebem seus elétrons diretamente do NAD(P)H.'%

A partir dos dados obtidos, nao foi possivel definir o tipo especifico de
enzima que atuou sobre os substratos fluorogénicos, entretanto a atividade

apresentada revela acao de oxidases ativas de Bacillus safensis CFAQ6.

7.2. Purificacao das Oxirredutases de Bacillus safensis

A partir da triagem enzimatica, procurou-se estabelecer um protocolo de
purificacdo das proteinas, a fim de obter fragdes ativas frente ao substrato
fluorogénico 122.1%°

Os lisados celulares, provenientes dos cultivos do micro-organismo em
meio (GYM), na presenca e na auséncia de fenantreno'®, foram purificados por
cromatografia rapida de proteinas (FPLC, Fast Performance Liquid

Chromatography’) com resinas de troca ibnica (catibnica e anidnica).'””'%® As

1% Figura adaptada: Roberts, G. A., et. al. J. Bacteriol. 2002, 3898-3908.

'%* Roberts, G. A., et al. J. Bacteriol. 2002, 3898-3908.

1% ppjllips, I.R.; Shephard, E.A. Methods in Molecular Biology: Cytochrome P450 Protocols. 1998.

1% Supstrato organico metabolizado pela cepa (CFA06). Angoline, C.F.F. Dissertagdo de mestrado (IQ-
UNICAMP). 2010.

107 Grogan,G. Practical Biotransformations: A Beginner’s Guide. British Library, 2009.
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proteinas foram purificadas de acordo com a carga liquida da cadeia lateral que
estabelece uma interacao eletrostatica com a fase estacionaria utilizada no
processo cromatografico.'® As proteinas foram separadas, de acordo com o seu
ponto isoelétrico, e coletadas em fragcdes de 1 mL. No total foram coletadas 80
fragcbes, da purificagdo sem fenantreno, sendo 40 da troca catibnica e 40 da
aniénica, e o0 mesmo numero de fracbes foi coletado para a purificagcdo com o
fenantreno. As proteinas quando expostas a um pH abaixo do seu ponto
isoelétrico, adquirem grupos protonados que permitem a interacdo com a fase
estacionaria da coluna de troca catibénica. Assim como para um pH acima do ponto
isoelétrico, adquirem grupos desprotonados permitindo a interagdo com a fase
estacionaria de coluna de troca ani6nica.'’

As fracOGes obtidas na purificacdo, tanto da troca catibnica e da troca
anidnica, foram submetidas ao processo de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE, Sodium Dodecy! Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis).'"" Foi
possivel separar as proteinas presentes em cada fracao de acordo com a massa
molecular. As fracbes provenientes da troca anibnica apresentaram uma
separacao eficiente, apesar da quantidade elevada de proteinas (Anexo 149).
Para a troca catiénica, foi possivel visualizar uma banda predominante no gel nas
fracdes (7 e 13) que apresentou uma massa molecular entre 18 e 25 kDa e outras
proteinas nas fragdes (3 e 5), que sdo referentes ao flow through'’? (Figura 51).

Foram utilizados marcadores moleculares de 116 a 14 kDa.

1% Analise realizada em colaboragédo com a Prof?. Dra. Anete P. de Souza (CBEMG-UNICAMP).
109 Rehm, R. Protein Biochemistry and Proteomics. Elsevier. 2006.

"% Ghoudhary, G.; Horvath, C. Methods Enzymol. 1996, 270, 47-82.

" Analise realizada em colaboragao com Prof. Dr. Francisco M. Reis (IQ-UNICAMP).

"2 Proteinas que nao apresentam interagdo com a fase estacionaria.

78


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis

Capitulo Il — Resultados e Discussao

!
-

Figura 51. Gel SDS-PAGE contendo, no primeiro canal do pente o marcador de peso molecular
(Broad Range Protein Ladder), seguido do extrato soluvel, (3 e 5) flow through e das fragdes
coletadas (3 a 17; gel A) e (19 a 40; gel B).

7.3. Monitoramento das Atividades de Oxirredutases nas Fracoes
Purificadas de Bacillus safensis

Diante do nosso interesse por enzimas que realizam reagdes de

oxirredugao, realizamos trés diferentes testes com as fragoes:

a) triagem com o substrato fluorogénico 122, com adicdo de cofatores (para
evidenciar a presenca de: BVMO ou P450)

b) deteccao do grupo Heme para distinguir BVMO de P450

c) detecgédo de metais

d) teste do per6xido de hidrogénio para detecgcao de catalases.

7.3.1.Teste com substrato fluorogénico

O ensaio de triagem, com as fracdes obtidas da purificacdo, para as

oxigenases, foi realizado utilizando substrato fluorogénico 122 juntamente com

seu respectivo controle 123. Nesse caso, somente o substrato 122 foi utilizado,

79



Capitulo Il — Resultados e Discussao

pois apresentou os melhores percentuais de conversdo com células integras do
Bacillus safensis (resultado descrito no item 7.1).

Os testes foram realizados com as fracdes provenientes da troca catibnica
e anibnica. Nesses ensaios adicionamos, em cada poco da placa de 96 pocos, a
fracdo e trés cofatores distintos (NADH, NADPH e o NAD). Isto foi necessario, pois
durante o processo de purificacdo os cofatores, ndo ligados covalentemente,
podem ser eluidos sem a proteina. Apds incubacao e leitura das placas, nenhuma
fracdo da troca anidnica revelou atividade. No entanto, os testes foram positivos
para as fragdes da troca catidnica, na presencga do fenantreno e na auséncia do
fenantreno.

O percentual de conversao foi maior, nas fracdes da troca catibnica obtidas
do cultivo do Bacillus safensis com fenantreno. Além dessas fracbes ativas, o
extrato sollvel'™ também apresentou atividade enzimatica frente ao substrato
testado (Anexo 151). A fracdo 03 apresenta algumas proteinas presentes no flow
through, no entanto as fracbes de 10 a 15, revelaram uma Unica banca
predominante no gel de SDS-PAGE com massa molecular entre 18 e 21 kDa.

A estratégia de adicionar o fenantreno ao meio de cultivo foi baseada em
trabalhos anteriores do grupo, onde o Bacillus safensis foi capaz de oxidar esse
composto.'™* Como ja apresentado no cromatograma da purificagdo (FPLC-UV) e
nos géis (em anexo), foi detectada uma maior quantidade de proteina no cultivo

com o fenantreno, o que pode indicar uma possivel inducéo na sintese proteica.

7.3.2. Teste de deteccao do grupo heme

A atividade presente nas fragbes 03 e 10 - 15poderiam ser referentes a
BVMO ou outras monoxigenases do tipo P450. Esta ultima enzima é facilmente
caracterizada pela sua absorbancia em 450 nm, na presenga de monoxido de
carbono e ditionito de sddio. Curiosamente, 0 pico maximo de absorcdo para as

fracbes de 10 a 15 foi em 315 nm e ndo em 450 nm

'3 Sobrenadante do lisado celular que nao foi submetido a purificagao.
"% Angolini, C.F.F. Dissertacao de mestrado. 2010. IQ-UNICAMP.
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Figura 52).
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Figura 52. Espectro no ultra-violeta (UV) mostrando a absor¢do maxima da fragdo que contém a
enzima responsavel pela oxidagao na presenca de monéxido de carbono e ditionito de sédio.

Com esse resultado, podemos inferir que as proteinas presentes nas
fracbes ndo se tratavam de enzimas do sistema citocromo P450. Esse teste &
especifico para essa classe de enzimas e somente € considerado positivo, quando
é fornecida uma banda em 450 nm devido a formacéao do composto 131.

Algumas propostas de ciclo catalitico, para essa classe enzimatica, sdo
reportadas na literatura e apresentam a formag¢do do composto 131. Em um deles
o ciclo catalitico da P450 se inicia com a mudanga de conformacdo da enzima na
forma livre que contém o ferro do grupo heme hexacoordenado. Essa cordenacao
do Fe (lll) é realizada com os quatro nitrogénios do grupo porfirinico, com um
residuo conservado de cisteina e com uma molécula de agua. A aproximacao do
substrato ocasiona uma alteracdo na conformacdo da enzima que libera a
molécula de agua, permitindo a reducéo do Fe (lll) a Fe (Il) pela doacdo de um
elétron via cofator. Esse novo intermediario formado se liga covalentemente ao
oxigénio molecular, formando um intermediario dioxigenado. Mais um elétron e
transferido ao sistema, seguido de uma rapida protonacao formando o composto
ferro-oxo. Esse composto sofre uma clivagem heterolitica na ligacdo O-O levando
a formacao de uma molécula de agua e do cation radical altamente reativo Fe (IV),
também conhecido como Composto I. Essa espécie é a responsavel por hidroxilar
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0 substrato, e apds a formagédo do produto a enzima retorna ao estado inativo

contendo o Fe (Ill) hexacoordenado (Esquema 5).'%°
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Esquema 5. Proposta de mecanismo da hidroxilacao de substratos através da P450

Este resultado negativo dirigiu as pesquisas

116

para proteinas que n&o

apresentam grupo prostético heme, porém com capacidade de oxidar metilenos

quimicamente ativados. O pico de absorcao em 315 nm, obtido pela presenca do

monéxido de carbono e do agente redutor ditionito
atribuida a metano-oxigenases contendo ferro ligado a

de soédio, na literatura é

outros metais.'"”'"® Neste

trabalho essa proteina foi denominada de oxirredutase BsP315. Dessa maneira,

realizamos a analise qualitativa dos metais nas fra¢des ativas.

"5 Prasad, S.;et. al. Indian Nat. Sci Acad. 2004, 283-291.
16 Flgura adaptada: Prasad, S., et al. Indian Nat. Sci. Acad. 2004, 283-291.

" Garner, C.D.; ; Collison, D.; Pldcock E. Adv. Coord. Chem. 1996,354, 325-357.

18 Shteinman, A A.Rus. Chem Bulletin. 1995,44, 6.
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7.3.3. Analise qualitativa da presenca de metais

As fragOes ativas para oxidacdo do substrato 122 foram analisadas por
espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente acoplado (/ICP-MS
Elan DRC-e, PerkinElmer). Essa técnica € capaz, em uma unica varredura, de
avaliar qualitativamente, quase todos os elementos da tabela periddica.'®

As fragbes e o branco (tampao de eluicdao das proteinas) foram diluidos
previamente em 4&cido nitrico para minimizar a concentracdo de soOdio nas
amostras. O resultado revelou a presenca do elemento ferro e do molibdénio nas
fracdes.'®Esses resultados sdo promissores, visto que existem na literatura
descricobes de enzimas que estdo envolvidas no metabolismo aerdbico de
compostos aromaticos e apresentam ions metalicos do tipo ferro-molibdénio na

sua estrutura,'?':122.123,124

7.3.4. Teste qualitativo para catalase

Devido a importancia da catalase nos processos de estresses oxidativo e
na formagdo de estruturas de resisténcias em varias espéecies de Bacillus,
decidimos investigar a presenca dessa enzima nas cepas CFAO06.

Para a caracterizacdo das fracbes da troca catidnica, frente a atividade de
uma catalase, peréxido de hidrogénio (30% v/v) foi adicionado as fracdes. Foi
possivel detectar a liberacao de oxigénio, somente nas fracdes do flow through, e
no extrato soluvel. Como contra prova, adicionamos o peroxido de hidrogénio
diretamente na placa de cultivo contendo o Bacillus safensis. Como resultado,
observamos também a liberacdo de oxigénio (Figura 53), comprovando a
existéncia de uma catalase em Bacillus safensis aqui denominada de BsCat.

"9 Ammann, A. A. J. Mass Spectrom. 2007, 42, 419-427.

12? Andlise em colaboracdo com o Prof. Dr Marco A. Zezzi Arruda/ Msc Cicero A. L. J.IQ/UNICAMP.
Rhee, S-K.; Fuchs, G. Eur. J. Biochem. 1999, 262, 507-515.

122 Kniemeyer, O.; Heider, J. J. Biol. Chem. 2001. 276. 21381-21386.

128 Rothery, R. A.; Workun, G. J.; Weiner, J. H. Biochim. Biophy. A.2008, 1778, 1897—1929

124 Zhang, Y.; Rump, S.; Gladyshev, V. N. Coord. Chem. Rev.2012,255, 1206-1217.
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Selecionamos outras cepas da colegdo de culturas microbianas do
Laboratério de Biocatélise (IQ-UNICAMP) para os testes e muitas apresentaram
resultado positivo, identificadas como cepas de Bacillus pumilus e Bacillus
safensis. O fato da catalase néo ter sido detectada nas fragdes purificadas da
troca catidnica, indica que o ponto isoelétrico dessa enzima, no pH do ensaio,
estava abaixo de 7. Dessa maneira ela apresentava grupos desprotonados o que
favoreceu a interacbes eletrostaticas com a fase estacionaria utilizada na troca

anidnica.

Figura 53. Resultado do teste qualitativo indicando a presenga da enzima catalase. A: Placa com
0 Bacillus safensise placa controle. B: fragdes obtidas da purificagcdo do extrato proteico.

As catalases pertencem ao grupo das peroxidases que utilizam o peroxido
de hidrogénio como aceptor de elétrons.'®® As reagdes de transferéncia de
oxigénio catalisadas por peroxidases sao consideradas as mais relevantes
transformagdes oxidativas do ponto de vista sintético'?®. Elas sdo comparadas
com as monoxigenases do tipo P450 devido a versatilidade de reagbes e
semelhanga do mecanismo, porém, com a vantagem de serem auto-suficientes na

demanda por cofator (Esquema 6)."?’

125 Hamid, M.; Rehman, K. Food Chem. 2009, 1177-1186.
126 yan Deurzen, M. P. J.; et. al. Tetrahedron. 1997, 13183-13220.
127 Battistuzzi, G.; et.al. Arch. Biochem. Biophysics. 2010, 21-36.
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Esquema 6. Ciclo catalitico das peroxidases com grupo heme'?®.

7.4. Identificacao da BsP315 de Bacillus safensis

7.4.1. Massa exata da BsP315 por ESI(+)-QTOF/MS

Para verificar a massa exata da BsP315, a fracdo10 que apresentou
atividade, foi analisada por ESI(+)-QTOF/MS. A técnica de ionizacao por
eletrospray (ESI) permite a analise de proteina intacta através da formagao de
ions multicarregados. A diferenca entre dois picos no cromatograma, e 0 numero
de cargas no pico permitiu determinar a massa exata desta proteina, sendo 21
kDa (Figura 54).12%130.131

128 Figura adaptada: Battistuzzi, G. et al. Arch. Biochem. Biophysics. 2010, 21-36.

129 Analise realizada em colaboragédo com Prof. Dr. Fabio Cesar Gozzo/Dr. Eduardo Pilau (IQ-UNICAMP).
%0 Fenn, J. B.; et. al.Science. 1989,246, 64.

131 Hoffman, E.; Stroobant, V. Mass Spectrometry. 2002.
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Figura 54. Espectro de massas (deconvoluido) da fragdo 10 que contém a proteina de interesse
(ACN:H>0 (1:1), 0,1% HCOOQOH).

7.4.2. Estrutura primaria da BsP315

Para identificacdo da sequéncia primaria da BsP315 (fracées 10 a 15 gel,
Figura 51), através da metodologia “Bottom-up”,essa proteina foi extraida do gel
(SDS-PAGE) e tripsinizada.'™® Os peptideos gerados foram separados por
cromatografia liquida e analisados por espectrometria de massas LTQ-Orbitrap-XL
(Thermo Scientific, Alemanha). O equipamento foi operado no modo de aquisicao
de dados independente alternando entre Orbitrap-MS e LTQ-MS-MS, e permitiu
isolar de maneira sequencia-los ions mais intensos para a fragmentagédo no ion
trap linear usando dissociagao induzida por colisio (CID).'%34
Os espectros de fragmentacdo dos peptideos da BsP315 foram

comparados com banco de dados [NCBI™® (

National Center for Biotechnology
Information) e SwissProt], através do programa Sequest e da plataforma de dados
do Proteomic Discover. A sequéncia primaria de BsP315 sugerida com base no
banco de dados de Bacillus pumilus revelou homologia de 36% com uma proteina

de funcédo desconhecida (Figura 55).'36:137.138.139

132 Kelleher, N. L. et. al. J. Am. Chem. Soc. 1999,121, 806.

133 Bogdanov, B.; Smith, R. D. Mass Spectrom. Rev. 2005,24, 168.

3% Granvog|, B.; Ploscher, M.; Eichacker, L. A. Anal Bioanal Chem. 2007,389, 991-1002.
135 Gantd, M. D.: Carrilho,E.Quim. Nova. 2008, 31, 3, 669-675.

136 Diament, B. J.: Noble, W. S. J. Proteom. Res. 2011, 10, 3871-3879.
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Figura 55. Andlise realizada no programa Proteomic Discover, revelando, em verde, a cobertura
dos peptideos identificados com o banco de dados do Bacillus pumilus do NCBI. Legenda com a
nomenclatura dos aminoacidos (Anexo 156).

Para melhorar a cobertura dos aminodcidos da BsP315 de Bacillus
safensis, foi realizado o sequenciamento “De Novo”, através do programa Peaks
6.0. Esse programa constr6i um espectro de massas tedrico com as sequéncias
dos aminoacidos, a partir dos espectros de massas (MS/MS), contendo os
fragmentos dos peptideos gerados por dissociagdo induzida por colisdo (CID). O
programa calculou e forneceu a melhor combinagdo possivel para predizer a
sequéncia tedrica dentre todas possiveis.'*®'*" Adicionalmente, esse programa
permitiu introduzir possiveis mutagées nas sequéncias de aminoacidos, trocando
residuos com a mesma funcionalidade na cadeia lateral. Com isso, foi possivel

obter uma cobertura de 84% aumentando a cobertura desta proteina (Figura 56).

37 Site Nacional de Biotecnologia http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
138 |nstituto Suigo de Bioinformatica http://web.expasy.org/groups/swissprot/
® Kinter, M.; Sherman, E.N. Protein Sequencing and Identification Using Tandem Mass Espectrometry.2000.
Ef Ma, B. et. al. Rapid Commun. Mass Spectrom.2003, 17, 2337-2342.
Steen, H.; Mann, M. Nature Reviews.2004, 5, 699.
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Figura 56. Sequéncia de aminoacidos, com mutag0es, obtidas a partir da analise de
sequenciamento “De Novo” utilizando o programa Peaks 6.0. Legenda com a nomenclatura dos
aminoacidos (Anexo 156).

7.5. Identificacao e Estrutura Primaria da BsCat

A BsCat detectada na fracao 3, eluiu com outras proteinas de 14 a 116 kDa.
Portanto as bandas contendo as proteinas foram excisadas do gel e tripsinizadas.
Os peptideos foram separados por cromatografia liquida e analisados por
espectrometria de massas LTQ-Orbitrap-XL (Thermo Scientific, Alemanha).
(Anexo 155). A busca no SwissProt através do Sequest, identificou uma catalase
de Bacillus pumilus (SAFR-032) com 54% de homologia (Figura 57).
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Figura 57. Analise realizada na plataforma do Proteomic Discover, através do programa Sequest,
revelando uma catalase de Bacillus safensis. Em verde, a cobertura e os peptideos identificados
com o banco de dados NCBI (Bacillus pumilus SAFR-032). Legenda com a nomenclatura dos
aminoacidos (Anexo 156).
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8. CONCLUSOES

A partir do Bacillus safensis CFAQ06, foi possivel purificar e identificar a
BsP315 uma metaloproteina de 21 kDa, contendo ferro e molibdénio. Essa
enzima, ndo apresenta similaridade com nenhuma proteina com fungéo conhecida
em bancos de dados disponiveis na literatura.

Além dessa proteina, foi possivel detectar e identificar, uma catalase BsCat
de Bacillus safensis. Essa oxirredutase apresentou 54% de homologia com uma
catalase de Bacillus pumilus SARQ032.

Esse resultados motivaram o sequenciamento do genoma da cepa CFA060
qual foi concluido recentemente e depositado no banco de dados online (GOLD),
facilitando a localizagcao do gene responsavel pela expressao da proteina BsP315.
Foram iniciados os trabalhos no grupo de pesquisa da Profa. Anete Pereira de
Souza (UNICAMP-CBMEG), para expressao heterdloga dessa proteina.
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Parte Experimental. Métodos Gerais

9.1. Métodos Gerais

9.1.2. Solventes e reagentes

Todos os solventes empregados apresentavam grau analitico de pureza, o0s
quais foram destilados ou bidestilados antes de serem utilizados. Os reagentes
usados nas sinteses organicas foram adquiridos comercialmente e utilizados sem
tratamento prévio, com exceg¢ao da piridina, que foi tratada com hidreto de caélcio e
destilada imediatamente antes do uso.'*? Para as andlises de RMN foram

utilizados cloroférmio e benzeno deuterado da Cambrige Isotope Laboratories.

9.1.3. Métodos cromatograficos e de espectrometria de massas

9.1.3.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises cromatograficas, do tipo preparativa em camada delgada
(CCD), foram realizadas em placas de vidro 20 cm x 20 cm com 1 mm de
espessura de silica gel 60GF2s4 (Merck) ativadas a 110 °C por 60 min. A revelacao
dos compostos foi realizada pela pulverizagao parcial, somente na borda da placa,
utilizando solucdo reveladora de p-anisaldeido (p-anisaldeido, H.SO4, éacido
acético e etanol na proporcao de 1:2:1:100), seguida de aquecimento.

Para as andlises de CCD analitica foram utilizadas folhas de aluminio
Merck (10 x 2,5 cm), com indicador de fluorescéncia, cobertas com silica gel. A
visualizagdo dos compostos foi realizada por irradiagdo com lampada UV 254nm,
e pulverizagdo com solugdo reveladora de p-anisaldeido, acido fosfomolibdico
(10% m/v de éacido fosfomolibdico em etanol) e/ou solu¢ao de dinitrofenilhidrazina

142 Perrin, D. D.; Amarego, W. L. F.; Perrin, D. R. Purification of Laboratory Chemicals, 2™ Ed.1980.
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(2,4 difenilhidrazina em 100 mL metanol e 1 mL 36% HCI) com posterior
aquecimento a 300 °C com pistola de ar quente.'*

9.1.3.2. Cromatografia em coluna (CC)

As purificacbes dos compostos sintetizados foram realizadas por
cromatografia “flash” em coluna, sendo utilizada silica gel 60 um (ACROS - 0,035-
0,070 mm com poros de 6 nm) como fase estaciondria e solventes destilados
como eluentes. As dimensdes das colunas e o volume coletado nas fragdes eram
adequados aos compostos a serem separados e seguiram as recomendacgdes da
literatura.'** As fracdes coletadas foram comparadas por CCD e agrupadas por
perfil de semelhanca.

9.1.3.3. Cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC)

O equipamento utilizado para o processo de purificagdo foi um AKTA-FPLC
(GE Healthcare, UK) Armersham Phamacia FRAC-900, com fluxo de 1 mL-min'e
pressdo maxima de 0,3 MPa. Foram utilizadas duas colunas distintas: HiTrap Q-
FF e HITrap SP-FF, ambas de 1 mL da Amersham Biosciences. O método foi
desenvolvido no software Unicorn, com um volume de fracdo de 1 mL-min.
Anadlise foi realizada em colaboragcdo com a Profa. Anete Pereira de Souza
(CBMEG-UNICAMP).

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

As cromatografias gasosas acopladas a espectrometria de massas (CG-
EM) foram realizadas em cromatdgrafo Agilent 6890 acoplado a detector seletivo

3 Collins, H. C.; Braga, L. G.; Bonato, P. S. Fundamentos de Cromatografia. 2006.
4 Still, W. C.:Kahn, M.; Mitra, A. J. Org. Chem.1978, 43, 14, 2923-2925.
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de massas HP 5973, com ioniza¢ao por impacto de elétrons (IE) de 70 eV, com
varredura na faixa de m/z 40-400. Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida
DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com 5% de fenil-metilsiloxano para a separacao
dos compostos analisados. A temperatura do injetor foi mantida a 250 °C e o
detector a 280 °C. As seguintes programacoes de temperatura foram empregadas:

Programa 1. Temperatura inicial da coluna 40 °C, com rampa de aquecimento de
4 °C-min" até 290 °C, com pressdo constante de 7,07 psi de He. Amostras

injetadas com volume de 1 uL e no modo split (10:1).

Programa 2. Temperatura inicial da coluna 40 °C, com rampa de aquecimento de
10 °C-min™ até 290 °C, com pressdo constante de 7,07 psi de He. Amostras

injetadas com volume de 1 yL e no modo split (10:1).

Programa 3. Temperatura inicial da coluna 40 °C (durante 3 min) com rampa de
aquecimento de 10 °C-min”', e 30 minutos isotermicamente a 290 °C. Com
pressao constante de 7,07 psi de He. Amostras injetadas com volume de 1 pL (1
mg-mL™"), no modo split (1:10).

Programa 4. Temperatura inicial da coluna 40 °C (durante 3 min) com rampa de
aquecimento de 10 °C-min™', até 290 °C, com pressdo constante de 7,07 psi de
He. Liner (GC-EM) especial para dessor¢cao dos compostos na fibra de SPME.

Programa 5. Temperatura inicial da coluna 40 °C (durante 3 min) com rampa de
aquecimento de 10 °C-min™', e 20 minutos isotermicamente a 290 °C, com pressdo
constante de 7,62 psi de He. Amostras injetadas com volume de 1 uL, no modo
splitless, sem a interferéncia de solventes. As demais foram diluidas em acetato
de etila, até uma concentracdo aproximada de 1 mg-mL™, o volume de injecéo foi
de 1 pL splitless. Faixa de massa de 40-600 m/z.
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9.1.3.5. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massa

9.1.3.5.1. LTQ-Orbitrap

Os peptideos foram separados por cromatografia de troca reversa por
HPLC acoplado ao espectrobmetro de massas. A coluna utilizada foi Reprosil C18
(0,075 X 150 mm). As corridas tiveram duracao 90 minutos, gradiente de eluicao
de 0 a 95% solugao contendo agua, acido formico (0,1% v/v) e acetonitrila com
fluxo de 80 pL-min”. Os peptideos foram ionizados por nanoeletrospray e suas
massas foram analisadas no espectrémetro de massas hibrido LTQ-Orbitrap-XL
(Thermo Scientific, Alemanha).'® As amostras foram preparadas na concentragdo
de 1,0 yg'mL" em metanol: 4gua (4:1) e 0,1% de acido férmico. As analises foram
realizadas com voltagem do spray = 1,5 kV, voltagem do capilar = 35 V,
temperatura do capilar = 200 °C e tube lens = 100 V.'%

9.1.3.5.2. ESI-QTOF

Para a andlise utilizando ESI(+)-QTOF-MS, a amostra contendo a proteina
foi diluida para 10 pmol L' em H,O/MeCN 1:1 com 0,1% de &cido férmico. A
amostra foi analisada por infus&o direta da solugao no instrumento utilizando uma
bomba de seringa com fluxo de 10 pL-min”'. Os parametros utilizados foram
voltagem do capilar de 3 KV, voltagem do cone 30 V, temperatura da fonte 100°C,
temperatura de dessolvatacdo de 200 °C, fluxo gas do cone 30 L-h™", fluxo gas de
dessolvatacdo de 900 L-h™', energias de colisdo do Trap e Transfer em 6 e 4 V,
respectivamente (QTOF-MS mode). Para calibracao foi utilizada uma solucao de

acido fosforico, na faixa de m/z90 a 2000.'

%% Xu, P.; Duong, D. M.; Peng, J. J. Proteome Research. 2009,8, 3944-3950.
%6 Analise realizada em colaborago com o Prof. Francisco de Assis Machado Reis (IQ-UNICAMP).
7 Analise realizada pelo Dr. Eduardo Pilau em colaboragao Prof. Fabio César Gozzo (IQ-UNICAMP).
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9.1.4. ICP-MS

A analise de espectrometria de massas com fonte de plasma indutivamente
acoplado foi realizada em colaboracdo com o Prof. Marco Aurélio Zezzi Arruda e o
Msc. Cicero Alves Lopes Junior (IQ-UNICAMP).

A andlise elementar foi realizada em fragdes purificadas do extrato proteico
do micro-organismo. Aliquotas (100 pL) de cada fracdo foram transferidas para
frascos de 10 mL e os volumes foram ajustados com solucdo aquosa HNO3(1%
v/v) de. A composicao elementar foi realizada com ICP-MS (Elan DRC-e,
PerkinElmer, Norwalk, CT, EUA), equipado com uma célula de colisdo / reacéo,

utilizando-se as condi¢des de operacao mostradas Tabela 8.

Tabela 8. Condigdes de funcionamento de Elan DRC-ICP e MS

Parametros instrumentais

Céamera de spray Ciclonica
Nebulizador Meinhard®
RF power (W) 1241
Fluxo nebulizagdo argénio (L-min™') 0,90 - 0,93
Fluxo auxiliar argénio (L-min™") 1,1
Medidas
Modo de varredura Espera de pico
Tempo de espera (ms) 50
Tempo de delay (ns) 60
Varreduras 6
Tempo de integragdo (ms) 63000
Replicatas 3
Monitoramento m/z 6 - 240

9.1.5. Calculo dos indices de retencao

Os indices de retencao foram calculados analisando as amostras por CG-
EM. Para analises dos volateis de Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris

utilizou-se a Programacédo 1. As demais analises foram realizadas de acordo com
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a Programacdo 2. O padrao de hidrocarbonetos, saturados lineares de C8 a C20
(Sigma-Aldrich) foi injetado de acordo com as Programacdes 1 e 2. Para o calculo

dos indices de retencao, foi utilizada a seguinte equagéo.'*®

ta—tn
tN — tn

IR=100X (n+ (N —n)

Onde: n = numero de carbonos do alcano que elui imediatamente antes de a
N = numero de carbonos do alcano que elui imediatamente apés a

ta = tempo de retencdo do composto a

tn = tempo de retencao do alcano que elui imediatamente antes de a

tN = tempo de retencéo do alcano que elui imediatamente apds a

9.1.6. Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrdmetro Varian Inova — 500,
operando a 499,89 MHz para o 'H e 125,71 MHz para o '°C, em espectrometro
Bruker Avance 11-400, operando a 400,13 MHz para o 'H e 100,61 MHz para o *C
ou em espectrometro Bruker Avance 250, operando a 250,13 MHz para o 'H e
62,90 MHz para o '°C. As amostras foram analisadas em tubos de ressonancia de
5 mm de diametro. Os deslocamentos quimicos (6) foram registrados em partes
por milhdo (ppm), tomando-se como padrao de referéncia interna tetrametilsilano
(TMS, 0,0 ppm) ou o préprio solvente da solugao.

Os espectros foram processados em estacbes de dados, utilizando o
programa VNMRJ, para os experimentos realizados no espectrémetro Varian
INOVA-500 e o programa TopSpin 2.1, para os experimentos realizados no
espectrémetro Bruker Avance lll 400.0s experimentos unidimensionais de RMN
de 'H e de "*C foram realizados utilizando as condigdes tipicas pré-definidas nos
softwares dos equipamentos. Espectros de RMN de *C de DEPT 1352, DEPT 90°

8 Dool, H.V.D.; Kratz, P.D. J. Chromatography. 1963, 463-471.
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e de duas dimensbdes (HSQC) foram utilizados para elucidagcado estrutural de

compostos.

9.1.7 Espectroscopia de Absorcao no Infravermelho e UV-Visivel

Os espectros de absorcdo na regiao do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdmetro IV Espectrofotdmetro Thermo Scientific Nicolet 380 FT-IR Smart
Performer, com transformada de Fourier. As medidas de fluorescéncia foram
realizadas em leitor de fluorescéncia Flashscan 530 Analitic Jena, utilizando filtro
de excitacado de Agx = 365 nm e leitura de emissao a A, = 460 nm. Além desses, 0
espectrofotdbmetro de absorcdo UV-Visivel HP8453, institucional, também foi

utilizado.

9.1.8 Lupa estereoscopica

Foi utilizada a lupa estereoscédpica binocular para observacoes, registros e
dissecacdo das estruturas dos insetos.'*°

9.1.9 Microscopia eletrénica de varredura

As andlises foram realizadas no equipamento institucional (IQ-UNICAMP),
Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol JMS 6360-Lv microssonda RaioX. O
material biolégico (antenas) foi retirado com auxilio de lupa estereoscopica,
montado no porta-amostra do microscopio (stubs) sobre uma fita adesiva com cola
condutora.’A antena foi recoberta por uma fina camada de ouro, através do
processo de "sputtering". O eletrodo de ouro é ligado ao potencial negativo de
uma fonte de tens&o da ordem de 1 a 2 KV. Os ions positivos sdo produzidos pela
ionizagdo do argbnio, injetado na camara de descarga. Em seguida, as amostras
foram imediatamente imageadas.'’

' Trabalho realizado no laboratério do Prof. Paulo Cesar Munir de Lacerda Miranda (IQ-UNICAMP).
%0 Silva, C.A.; et. al.Micron. 2010, 41, 289-300.
*! Castro, L., A. S. C. Embrapa Clima Temperado. 2001.
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9.2. Métodos Especificos—Capitulo |

9.2.1.Coleta de material

As coletas dos individuos (Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris)
foram realizadas, ao longo dos anos de 2010, 2011 e 2012. Os locais de coleta
foram: Reserva Municipal da Serra do Japi (Jundiai, SP); Parque Municipal do
ltapetinga, Atibaia e Campus da Universidade de Sao Paulo (USP) em Sao Paulo.
As espécies de plantas: Eugénia aculata, Plinia cauliflora, Eugénia sp., Eugénia
blastanta, Eugénia neoverrugosa, Myrciaria floribunda var. vermelha e Myrciaria
floribunda var. branca, foram coletadas na Serra do Japi (Jundiai, SP), no primeiro
semestre de 2011. Todo o material biol6gico estudado nesse capitulo foi coletado
e ou cedido pela Msc. Adriana T. Salom&o e Prof. Jodo Vasconcellos Neto, ambos
do IB-UNICAMP.

9.2.2. Preparo do extrato total dos insetos

Individuos de Phloea subquadrata foram anestesiados em freezer a -20 °C,
por 20 minutos, transferidos para um almofariz de porcelana e macerados em
nitrogénio liquido até completa pulverizagdo. Foram adicionados de 3 mL de
acetato de etila bidestilado até completa extracdo dos compostos. Os extratos
obtidos foram filtrados em algodao tratado, transferidos para frascos de vidro com
batoque e armazenados no freezer até analise (Esquema 7). Os extratos foram
analisados por CG-EM de acordo com o Programa 3.

Esquema 7. Esquema de anadlise para identificacdo dos compostos presentes no extrato corpoéreo
de Phloea subquadrata.
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9.2.2.1. Quantificacao dos compostos do extrato total de Phloea

subquadrata

Foram obtidas curvas de calibragédo para o (E)-2-hexenal (10), decano (24),
(E)-2-octenal (32),acetato de (E)-2-hexenila (28), undecano (37) e o dodecano
(42). Cada curva considerou seis niveis de concentracao injetados em ordem
crescente, as quais variaram entre 0,04 a 4,00 mg-mL", dependendo da
abundancia dos compostos na glandula do inseto. Os padrées foram injetados na
concentragdo de 1 mg-mL'no CG-EM, de acordo com o Programa 3.

As solugdes padroes foram obtidas por diluicbes de padrbes comerciais e
as injecdes foram feitas em triplicatas utilizando o dodecanal (0,248 mg-mL™)
como padrdao interno. Os valores obtidos foram convertidos em (mg do
composto)/(mg do inseto).

Os graficos foram construidos representando a (area do pico do composto
de interesse/area do pico do dodecanal) versus (concentracdo do composto de
interesse/concentracao fixa de dodecanal) e a equacéo da reta (Y= a.X) foi obtida
por regressao linear utilizando o programa Origin 6.0%. O coeficiente de correlagdo
(R?) forneceu uma estimativa da qualidade da curva obtida, ou seja, quanto mais
perto de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais. Fatores
respostas (FR) foram calculados pelo inverso do coeficiente angular da reta de
calibracao (FR= 1/a) (

Tabela 1).

9.2.3. Analise dos compostos volateis

9.2.3.1. Headspace dinamico

Os compostos volateis dos individuos de Phloea subquadrata, foram
coletados em cartuchos, contendo 300 mg da resina Porapak-Q® 80-100 mesh,
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previamente ativados.'®® Cada inseto foi analisado de maneira individual, em
campanula de vidro durante 2 horas, sob um fluxo de ar (1 mg-mL'1), de maneira
ininterrupta. Um cartucho foi colocado antes da entrada de ar na campénula de
maneira que todas as impurezas do ar ficassem retidas (branco). Posteriormente,
a eluicao dos compostos adsorvidos na resina e no branco foram realizados com 2
mL de acetato de etila bidestilado e concentrado para 1mL em fluxo de argdnio
(Esquema 8). As anadlises foram realizadas por CG-EM, de acordo com o

Programa 4.

Bomba de ar n

Saida de ar

_________________________

________________________

Branco

=
ﬂ Eluicdo com

—_— F AcOEt

Amostra

(ko]

Esquema 8. Modelo de funcionamento do headspace dinamico utilizando a resina Porapak-Q°®.

9.2.3.2. Microextracao em fase sélida (SPME)

Para analise dos compostos volateis por SPME, um mesmo inseto foi
analisado sobre duas condigoes fisiologicas: em repouso e apds estimulo fisico. O
estimulo foi aplicado, sobre a regiao dorsal, com auxilio de um bastao de vidro
(Esquema 9).

132 agelopoulos, N. G.; Pickett, J. A. J.Chem. Ecol. 1998,24,7.
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Adsorcao Dessorgao dos
fibra SPME volateis CG-EM

Esquema 9. Sequéncia de andlise para coleta dos volateis por SPME.

Em ambas as condi¢des (repouso e apds estimulo), o tempo de adsorcao
dos compostos a fibra foi de 20 minutos, a uma temperatura de 20 °C (Tabela 9).

Tabela 9. Pardmetros referentes as analises dos volateis por CG-EM/SPME

Variaveis Tipo/Condicées
Tipo de revestimento da fibra Carboxen-PDMS
Tamanho da fibra 75um
Tipo de extracao “headspace”
Tempo de equilibrio 60 segundos
Tempo de exposicao a fibra 20 minutos
Temperatura analise 20°C
Temperatura de dessorcdo no CG-EM 250°C
Tempo de dessorgéo no CG-EM 10 minutos

A dessorgao dos volateis foi realizada no CG-EM a 250 °C por 10 minutos,
com programacgao de temperatura de acordo com o Programa 4. A mesma
programacao foi utilizada para a limpeza da fibra antes de iniciar as analises com

os insetos (controle).
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9.2.4. Anadlises do conteudo das glandulas metatoraxicas e
abdominais

O conteudo glandular foi obtido por trés métodos distintos: retirada do
conteudo glandular com microseringa, pressdo abdominal e analises das exlvias.
Esses métodos variaram de acordo com o estagio de vida do inseto. Para os

adultos foi realizada a retirada direta do liquido glandular com auxilio de uma
153

microseringa, apds a dissecagao do inseto (Figura 58).

Figura 58. A: Glandula metatoraxica do macho de Phloea subquadrata e retirada do contelido com
auxilio de uma microseringa.

A andlise das glandulas abdominais dorsais foi realizada através do extrato
obtido pela maceracao de exuvias recém-coletadas no campo. As exuvias foram
maceradas em 600 uL de solvente, filtrado em algodao e armazenados em freezer
-20°C.

Outra técnica utilizada para a retirada do conteddo glandular foi a
compressao da regido ventral dos insetos. O liquido liberado foi embebido em
algodao tratado e lavado com 3500 pL de acetato de etila bidestilado. A mistura foi
concentrada em fluxo de nitrogénio até o volume de 1000 uL. A anélise por CG-
EM foi de acordo com o Programa 5.

A identificacdo dos compostos presentes na glandula foi realizada através
da comparacao dos espectros de massas obtidos na analise por CG-EM com os

'%8 Trabalho de dessecagio realizado pela Msc. Adriana T. Salom&o, IB-UNICAMP.
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da biblioteca Wiley 275. Além disso, as estruturas dos constituintes quimicos

majoritarios foram confirmadas pelos indices de retencdes relativos.

9.2.5. Volateis das plantas

Galhos e troncos das plantas, utilizados por individuos de Phloea
subquadrata, foram coletados e conduzidos ao laboratério no IQ-UNICAMP. O
material vegetal foi cortado transversalmente e transferido (1 g) para frascos de
vidros, tampados com batoque e armazenados em freezer a —20° C.

Para anadlise dos volateis por CG-EM/SPME, 1g do material vegetal a ser
analisado foi transferido para o frasco de analise SPME e deixado fechado, em
banho-maria a 40 °C por 30 minutos. Apos esse tempo, a fibra de SPME
(Carboxen-PDMS 75 pum) foi exposta por 10 minutos e transferida para o injetor do
CG-EM para dessorcao dos compostos. A dessorcao dos volateis no CG-EM foi a
250 °C por 10 minutos. Foi utilizado o Programa 4 de temperatura para as analises
e limpeza da fibra.

9.2.6. Procedimentos sintéticos

9.2.6.1. Sintese do (E)-2-hexenol

A um baldo de fundo redondo (20 mL) contendo metanol (5 mL)e sob
agitacao foram adicionados hidroxido de potassio (140mg) e acetato de (E)-2-
hexenila (710 mg, 5 mmol). A mistura reacional foi mantida por 1 h & temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida adicionando acetato de etila (3 x 5 mL),
seguido da lavagem com solucédo saturada de bicarbonato de sddio. A mistura

resultante foi purificada em coluna de silica gel, utilizando acetato de etila: hexano
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(2:8 v/v) como eluente. As fragbes com perfil quimico semelhante foram
agrupadas e concentradas cuidadosamente em evaporador rotativo. Foi obtido
339 mg do produto representando um rendimento de 47%. A identidade do
produto foi confirmada através das anéalises por CG-EM e RMN de 'H e '°C.

RMN de 'H (CDCls, 250 MH TMS) 8: 0,91 (H-6, 3H, t, J7,2 Hz); 1,39 (H-5, 2H, s ,
J7,2 Hz); 1,64 ( H-1, 1H, s); 2,05 (H-4,m, 2H); 4,09 (H-1 2H, d); 5,56 (H-2, 1H,
dt,'"J15,5Hz e 2U8,7); 5,67( H-3, 'U1H, 15,5Hz e 2J6,7).

RMN de '*C (CDCls; 250 MHz) 3: 13,8 (CB), 22,4 (C5), 34,5 (C4); 64 (C3), 129,2
(C2), 133,5 (C1) ppm.

Rf: 0,38

EM: m/z100(M*, 2), 81(25), 67(20), 57(100), 41(38)

9.2.6.2. Sintese do (E)-4-oxo-2-hexenal

3\ 1
6/5\4i'(\f0

)

Em um baldo de fundo redondo (50 mL) foi preparada uma mistura de THF/
acetona/agua na proporcao de 10:8:2 (v/v)sob agitacdo e em banho de gelo a -15
°C (etanol/gelo seco). Posteriormente, foram adicionados2-etilfurano (1,1 mL,10
mmol), seguido de NBS recristalizado™* (2,72 g,15 mmol) e piridina (1,6
mL,20mmol). O controle da temperatura (-15 °C) foi mantido rigorosamente
durante 3 horas. Ap6s esse periodo, foi retirada uma aliquota (700 pL) para a
caracterizagcdo do produto cinético, e a reacdo permaneceu em agitacdo e a
temperatura ambiente por 12 h. A reacéo foi finalizada pela adicdo de HCI (0,5
mol-L", 20 mL) e a extragdo com etér etilico (3X 20 mL). A fase organica foi
lavada com solucao supersaturada de cloreto de sodio e seca com Mg>SQO, anidro.
O solvente foi removido por destilacdo. O 6leo amarelado obtido foi purificado em
coluna cromatografica de silica gel e usando como sistema eluente pentano/éter

85:15 (v/v). O éter etilico foi removido por destilagdo, e o produto resultante foi

'3 Dauben, H. J.; McCoy, L. L.J. Am. Chem. Soc.1959, 81, 4863-4873.
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submetido & andlise por CG-EM e RMN de 'H e '®C (0,35 g, 35%)'*°. Uma
segunda purificacao foi realizada através de cromatografia em camada delgada
preparativa (CCD) em cubas de vidro contendo mistura de pentano: éter 85:15
(v/v) como fase movel. A regido da placa que continha o composto de interesse foi
retirada da placa e transferido para um béquer contendo pentano/éter 85:15 (v/v)
por 30 minutos em agitacdo. Apds esse tempo, essa mistura foi filtrada,
concentrado em fluxo de nitrogénio e analisada por CG-EM (Programa 3).

RF:0,24.

IV (neat): 2981, 2941, 1693, 1120, 1058, 981, 765, cm ™.

EM: m/z112 (M*, 16); 97 (2); 84 (15); 83(100); 57 (18); 55 (77); 53 (10).

9.2.6.3. Confirmacao estrutural do (E)-4-oxo-2-hexenal por co-
injecao

As amostras das secregdes de glandulas de Phloea subquadrata foram
diluida em acetato de etila e co-injetadas em CG-EM com uma solucéao sintética
de (E)-4-oxo-2-hexenalsintético na concentracdo de 1,0 mg-mL™" em acetato de

etila, misturadas na proporcao de 1:1.

9.2.7. Analise discriminante por quadrados minimos parciais
(PLS-DA)

O mesmo padrdao de compostos foi observado em todos os espectros
obtidos por CG-EM/SPME para individuos de uma mesma classe. Para individuos
de classes distintas, diferencas significativas no perfil cromatografico puderam ser
observadas. Para facilitar e sistematizar a interpretagdo dos resultados obtidos,
analises multivariadas foram utilizadas como forma de: i) permitir a classificacao

dos individuos e ii) selecionar os compostos significativos nesta discriminacao.

185 Moreira, J. A.: Millar, J. G. J. Chem. Ecol. 2005,31, 956-968.
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9.2.7.1. Pré-processamento

Os cromatogramas obtidos foram avaliados individualmente para verificar
desvios da normalidade, como: contaminantes majoritarios, picos excessivamente
alargados, baixa abundancias entre outros. Em seguida, os cromatogramas foram
submetidos a integracdo automatica, no software MSD ChemStation (E.01.00.237,
Agilent Technologies) o qual considerou todos os picos com uma abundancia
maior que 0,01%. Os compostos foram entdo alinhados com base no tempo de
retencdo. A abundancia relativa de cada pico cromatografico foi utilizada nas
analises quimiométricas apds calculo do logaritmo e centragem na média. O
logaritmo das abundancias relativas foi utilizado na construgdo dos modelos
quimiométricos como forma de evitar a supervalorizagdo dos compostos
majoritarios, 0s quais podem nao ser 0os compostos mais representativos na
classificacdo das amostras. As analises quimiométricas foram realizadas no
software Pirouotte (v3.11, Infometrix) e os graficos construidos no software Origin
6.0%.
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9.3 METODOS ESPECIFICOS — CAPITULO Il

9.3.1. Procedimentos ¢gerais adotados no laboratério de
biocatalise

Todos os meios de cultura, solugbes e materiais a serem utilizados em
contato direto com os micro-organismos foram esterilizados a 121 °C, 1,5 Pa, por
15 minutos em autoclave. Solugdes de alcool 70% (v/v) e hipoclorito 1% (v/v)
foram utilizadas para desinfetar bancadas de trabalho e fluxo laminar. A
manipulagdo dos micro-organismos foi sempre realizada em camara de fluxo
laminar. Todos os materiais € meios que tiveram contato direto com 0s micro-

organismos foram autoclavados antes de serem descartados.

9.3.2. Micro-organismo Bacillus safensis

O micro-organismo Bacillus safensis foi isolado pelo Msc. Célio Fernando F.
Angolini (IQ-UNICAMP) de uma amostra de petréleo biodegradado, da Bacia
Potiguar, Rio Grande do Norte, Brasil. O cultivo foi realizado em placas de Petri
contendo meio de cultura GYM (extrato de malte, extrato de levedura e glicose) e
incubado em B.O.D. (modelo MA 415, Marconi). A preservacdo das cepas foi

realizada utilizando duas técnicas distintas: liofilizacdo e criopreservagdo.'®

9.3.3. Preparo do meio de cultivo

O meio de cultivo GYM, liquido, foi preparo a partir de glicose (4 g), extrato
de levedura (4 g), extrato de malte (10 g) em agua destilada (1 L). Para o preparo
do meio sélido foi adicionado carbonato de célcio (2 g) e agar (209).

1% Uzunova-Doneva, T.; Donev, T. J. Cult. Collect. 2005, 4, 17-28.
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9.3.4. Coloracao de Gram

Foi realizada a técnica de coloracdo de Gram segundo o protocolo
Sociedade Americana de Microbiologia™’. Uma gota de agua destilada estéril foi
adicionada a uma lamina de vidro dentro do fluxo laminar. Com auxilio de uma
alca de platina uma pequena quantidade do micro-organismo foi adicionada a
essa lamina para confec¢ao do esfregaco. Apos, a lamina foi corada com cristal
violeta por 60 segundos e lavada com agua destilada. Gotas de lugol foram
adicionadas até cobrir toda a regido com o esfregaco e deixado por 60 segundos e
lavada logo em seguida com agua destilada. Para ser descorada foi utilizado
alcool etilico (95% por 10 segundos) seguido de um fino esguicho de agua
destilada. O udltimo corante aplicado foi a safranina, por 60 segundos, e lavada
com agua destilada. Ap6s a secagem, a lamina foi levada ao microscépio onde foi
possivel verificar a presenca de bacilus de coloragdo roxa indicando ser uma
bactéria Gram (+).

9.3.5. Ensaios de triagem para deteccao de monoxigenases

O micro-organismo Bacillus safensis foi cultivado em meio GYM sélido em
placas de Petri. Apds o periodo de crescimento, as células foram transferidas para
Eppendorf estéril, sendo pesadas e suspensas em tampao borato pH 8,8 e
posteriormente diluidas para uma concentragéo final de 0,2 mg-mL™". As reacdes
foram realizadas em placas de polipropileno de 96 pogos, sendo 0s ensaios e
controles realizados em duplicata, utilizando os substratos122, 124, 126 e 128,

com seus respectivos produtos da seguinte maneira:

Ensaio: suspensdo celular Bacillus safensis (100 pL, 0,2 mg-mL™"), BSA (80 pL,
5,0 mg-mL™"), substrato (10 pL, 2 mmol-L™") e tamp&o borato (10 pL 20 mmol-L™,
pH 8,8).

157 Smith, C.A.; Hussey, A. M. Gram Stain Protocols. 2011.
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Controle positivo: suspensido celular Bacillus safensis (100 pL, 0,2 mg-mL™),
BSA (80 pL, 5,0 mg-mL™"), produto do substrato(10 pL, 2mmol-L") e tampdo
borato (10 uL 20 mmol-L", pH 8,8).

Controle negativo: BSA (80 pL, 5,0 mg-mL™), substrato (10 uL, 2mmol-L7") e
tamp&o borato (110 L, 20 mmol-L™, pH 8,8).

Controle microbiano: suspensdo celular Bacillus safensis (100 pL, 0,2 mg-mL™),
BSA (80 pL, 5,0 mg-mL™") tampao borato (20 pL,20 mmol-L™, pH 8,8).

9.3.5.1. Solucao tampao borato (acido Bérico-bérax)

Inicialmente, foram preparadas solugdes estoque de H3BOs (0,2 mol-L™),
dissolvendo-se (1,24 g) em agua destilada (100 mL), e de bérax (0,05 mol-L™")
(NazB407.10H20) dissolvendo-se (1,91 g) em agua destilada (100 mL). A solucéo
tampao desejada foi preparada através da adicao de volumes aproximados da
solucdo de bérax (Tabela 10), a 25 mL da solugédo de H3BOs. A solucéo obtida foi
entdo diluida para um volume de 100 mL. Os valores de pH foram ajustados em
pHmetro (pH 300 M Analyser).

Tabela 10. Solugcao Tampéao acido bérico-bdrax

Solucao borax Solucao boérax
. pH p pH
0,05 mol-mL 0,05 mol-mL
1,0 7,6 11,0 8,7
1,5 7,8 15,0 8,8
2,5 8,0 21,0 8,9
3,7 8,2 30,0 9,0
6,0 8,4 42,0 9,1
9,0 8,6 58,0 9,2
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9.3.5.2. Preparo das solucoes de substratos fluorogénicos

Inicialmente foram preparadas as solugbes estoque na concentragdo de
20mmol-L" em acetonitrila dos substratos 122, 124, 126 e 128 e dos seus
respectivos produtos 123,125, 127 e 129. Estes compostos foram previamente
sintetizados pelo grupo da Professora Anita J. Marsaioli (IQ-UNICAMP) (Figura
59).

12M10 O4 C12H10 O
. P 121110 Y5
0”0 O/\H/CH3 MM: 218,21 0~ o 0 OJ\ MM: 234
122 0 123
7-(2-oxopropoxi)-cromen-2-ona acetato de 1-(2-oxo-2H-cromen-7-iloxi)-metil
éster
@)
o C15H1404
7 MM: 258,09 Z o
Ci5H1405
o” O 0] o O O MM: 274
7-(2-oxocicloexiloxi)-2H-cromen-2-ona 7-(7-0xooxepar12-2-iloxi)-2H-cromen-
-ona
7 0 C14H1204 0
b MM: 244,07 _ o
0" O O m C14H105
o} 0O O MM:260
126 127
7-(2-oxociclopentiloxi)-2H-cromen2- 7-(tetrahidro-6-0x0-2H-piran-2-iloxi)-2H-cromen-
ona 2-ona
~ CH
m )\;/CH CuaHr0 m )C\HU?\ CuaHis0
3 13H1204 13M12Y5
o o o o MM: 232 (@) O (6] O MM: 248
128 129
7-(1-metil-2-oxopropoxi)- o DL N e
cromen-2-ona acetato de1-(2-oxo-2H-cromen-7-iloxi)-etil éster

Figura 59. Substratos fluorogénicos e seus respectivos controles.

As solucdes estoques foram posteriormente diluidas para 2 mmol-L™" em

H-O:CH3CN (1:1, v/v), que constitui a solucao de trabalho.
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9.3.5.3. Solucao de albumina de soro bovino (BSA)

Para o preparo da solucdo de BSA (5 mg-mL™") foram pesados 0,005 g de
BSA e solubilizados em tampao borato (1 mL, 0,05 mol-L™", pH 8,8).

9.3.5.4. Solucao de NADPH

A solugdo a 4 mmol-L™ foi preparada solubilizando o NADPH (7,43 mg) em
tampao borato (2,5 mL; 0,05 mol-L™"; pH 8,8).

9.3.5.5. Solucao de NADH

A solucdo a 4 mmol-L™ foi preparada solubilizando o NADPH (6,63 mg) em
tamp&o borato (2,5 mL; 0,05 mol-L™; pH 8,8). A solugao foi preparada no momento

do uso para evitar qualquer alteragéo no cofator.

9.3.5.6. Solucao de NAD

A solucdo a 4 mmol-L™ foi preparada solubilizando o NADPH (6,85 mg) em
tampao borato (2,5 mL; 0,05 mol-L"; pH 8,8). A solugéo foi preparada no momento

do uso para evitar qualquer alteragéo no cofator.

9.3.6.Preparo do extrato soluvel

O micro-organismo Bacillus safensis, foi inoculado em meio de cultivo GYM
(3 L) durante 3 dias. As células foram centrifugadas a 4°C durante 15 minutos a
5000 rpm com break maximo. Para cada 25 mL do in6culo centrifugado, os pellets
foram resuspensos em 32 mL de distintos tampdes, sendo o fosfato de sédio (50
mmol-L™", pH 7,6troca catiénica) e tampdo Tris-HCI (50 mmol-L™!, pH 7,6 troca

anidnica). A esses tampdes foram acrescido o inibidor de protease PMSF (0,320
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mL, 1 mmoI-L'1), B-mercaptoetanol (0,128 mL, 2mmoI-L'1), EDTA (0,064 mL, 1
mmol-L") e o agente redutor DTT (1mmol-L™").

Apbs a ressuspensao dos pellets, as amostras foram submetidas ao
processo de sonicacdo em um equipamento Cole Parmer 4710, EUA. As
condicoes foram poténcia 6 em 8 ciclos de 60 segundos (60 % duty cycle) com o
intervalo de 2 minutos entre cada sonicagdo para permitir o resfriamento da
amostra. Apds o processo de sonicacado o extrato formado foi centrifugado 2 x
durante 40minutos a 4°C a 12500 rpm. O pellet foi descartado e o sobrenadante
recolhido para andlise. Para o ensaio na presenca do fenantreno, os ensaios
respeitaram as mesmas condicdes, porém acrescido de 0,1g de fenantreno ao

in6culo.

9.3.7. Purificacao das proteinas

O equipamento utilizado para o processo de purificagdo foi um AKTA-FPLC
(GE Healthcare, UK) Armersham Phamacia FRAC-900. A parte soluvel do extrato
bruto foi submetida ao processo cromatografico com duas colunas distintas (uma
para a troca anibnica e a outra para troca catiénica). As fragdes coletadas foram
refrigeradas a -8°C por 24 horas e submetidas ao ensaio de atividade HTS e
analisadas em gel de SDS-PAGE (Figura 60).

Figura 60. A: equipamento FPLC. B: fracdes coletas apds a purificagcdo. C: colunas de troca
anibnica e troca catiénica.

9.3.7.1. Troca cationica
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O extrato pos-centrifugacdo em tampéao fosfato foi purificado com coluna
HiTrap SP HP de 1 mL (GE Healthcare) acoplada ao aparelho AKTA-FPLC. O
sistema foi equilibrado com 10 mL de tamp&o A (fosfato de sédio 50 mmol-L™ pH
7,6) e a seguir passou-se 0 extrato protéico, coletando se o flow through.”®® A
resina foi lavada com 10 mL de tampéao A (para retirar ligacoes inespecificas) e,
por fim, executou-se um gradiente de eluicdo com tampao B (fosfato de sédio 50
mmol-L'pH 7,6 e NaCl 1 mol-L™") de a 0% a 100 % em 30 volumes de coluna, ou

seja, 30 mL de tampéo B, coletando-se as fragdes a cada 1 mL.

9.3.7.2. Troca anionica

A troca anibnica realizada em foi coluna HiTrapQ HP de 1 mL (GE
Healthcare) e as fases moveis, foram os tampdes Tris-HCI (50 mmol-L'pH 7,6
eluente A) e Tris-HCI(50 mmol-L'pH 7,6com NaCl 1 mol-L™”, eluente B). A resina
foi equilibrada com 10 mL do eluente A, seguida da conexao de um superloop ao
FPLC que permitiu a injecao do extrato soluvel. A coleta das fragdes se iniciou
com o flow through, lavando-se a coluna com 10 mL de eluente A. O gradiente de
eluicao foi iniciado com o tampao B de 0% a 100 % coletando 1 mL das fracdes a

cada minuto.

9.3.7.3. Tampao Tris-HCI (50 mmol-L";pH 7,6)

O tris (hidroximetil) aminometano (6,05 g) foi solubilizado em agua ultra-
pura (1L) e o pH foi ajustado para 7,6 com solugdo de HCI (6 mol-L") sob
agitacao. Para o preparo do tampao B, cloreto de sddio (14,61 g) foi adicionado ao
tampao Tris-HCI (500 mL, 50 mmol-L™” pH 7,6) previamente preparado.

9.3.7.4.Tampao fosfato de sédio (50 mmol-L™; pH 7,6)

%8 Flow through é a parte do extrato soltivel que n3o interage com a coluna.
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Foi preparada uma solugdo de fosfato monobasico de sédio (500 mL, 50
mmol-L™") e de fosfato dibasico de sédio (500 mL, 50 mmol-L™"). Para o preparo do
tampéo, foi adicionado a solucdo de fosfato dibasico de sédio 50 mmol-L™" &
solugdo de fosfato monobasico 50 mmol-L™" até se obter o valor desejado de pH
7,6. Para o preparo tampéao B, adicionou-se cloreto de sodio (14,61 g) ao tampéao
fosfato (250 mL, 50 mmol-L" pH 7,6) previamente preparado.

9.3.8. Triagem das fracoes do extrato proteico purificado

Ensaio: substrato 122 (10 uL, 2 mmol-L™"), NADH (10 pL, 4 mmol-L™), NADPH (10
uL, 4 mmol-L™"), NAD (10 pL, 4 mmol-L™), BSA (110 pL, 5 mg-mL™) e fracdo (50
uL)

Controle Positivo: produto do substrato 123 (10 pL, 2 mmol-L™"), NADH (10 pL, 4
mmol-L"), NADPH (10 pL, 4 mmol-L™"), NAD (10 uL, 4 mmol-L™"), BSA (110 pL, 5
mg-mL™") e fragdo (50 pL).

Controle fracdo: substrato 122 (10 pL, 2 mmol-L™"), BSA (160 pL, 5 mg-mL™)
NADH (10 pL,4 mmol-L™"), NADPH (10uL, 4 mmol-L") e NAD (10 pL, 4 mmol-L™"

Ap6s a montagem das microplacas, elas foram colocadas no shaker a
28°C. Apds 24, 56 e 72 horas de reacgdo as intensidades de fluorescéncia foram
detectadas no equipamento Flashscan 530 Analitic Jena Scan e os valores obtidos
foram convertidos em percentual de conversdo. O tratamento dos dados foi feito
pela diferenga entre a média dos valores de intensidade de fluorescéncia dos
ensaios com fracbes provindas da purificacdo (F) e média dos valores de
intensidade de fluorescéncia emitidos pelos controles negativo (CN) e pelo
controle da fracdo (CF). A razado entre esse valor e o controle positivo (CP)
corresponde ao valor em porcentagem conforme a Equacéo 2.
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F—CN—-CF
—X

100
CP

%Conversao =

9.3.9. Verificacao da presenca do grupo heme

Foram colocados em uma cubeta de vidro (1 mL) as fragbes a serem
analisadas juntamente com ditionito de sdédio. Foi feito um branco, constituido de
tampao fosfato de sédio (50 mmol-L™'; pH 7,6) para fragdes provenientes da troca
catiénica e tampao Tris-HCI (50 mmol-L™";pH 7,6) para fragdes da troca aniénica,
sendo colocadas em outra cubeta de mesmo volume.

Antes das frac6es serem borbulhadas com CO, elas foram submetidas a
leitura no espectrofotobmetro. O monéxido de carbono foi borbulhado durante 1
minuto na fracdo contendo ditionito de sodio, e em seguida, foi realizada a leitura

da absorbancia em um espectro de varredura.'®®

9.3.10. Teste qualitativo para catalase

As fragbes purificadas atraveés da troca ibnica e as células integras do
micro-organismo Bacillus safensis foram testados frente a presenca da enzima
catalase. Para esse teste, a solugcdo peroxido de hidrogénio (200 pL), foi

adicionada sobre a placa contendo o micro-organismo e sobre as fragdes.'®% ¢

9.3.11. Eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE)

Cerca de 50 uL de cada amostra foi aplicado em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%. A corrida foi realizada na cuba vertical MidiGel (Appelex) a 150 V por
2 horas. O padrdao de massa molecular (Fermentas) foi utilizado como parametro

de massa molecular. Ap6s o término da corrida, o gel foi corado em solugédo de

%9 sawayama, A. M., et. al. Chem. Eur. J.2009. doi: 10.1002/chem.200900643
160 i, Y.; Schellhorn, H. E. J. Biomol. Tech. 2007,185-187.
'®" Health Protection Agency. Catalase Test National Standard Method. 2010, 2-9.
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Coomassie Blue (0,25 %) por 40 minutos e descorado em solugdo descorante

(metanol e acido acético) até a completa descoloracdo do gel e o aparecimento
162

das bandas (Figura 61).

Figura 61. A- Cuba de eletroforese montada. B- Corrida em andamento. C- Sistema de foto-documentagéo.

9.3.11.1. Preparo do gel separador

A solucao do gel separador foi preparada em um tubo tipo falcon (50 mL),
misturando as solug¢des previamente prontas de (16,5 mL) acrilamida (30% m/v),
tampao Tris-HCI (12,5 mL;1,5 mol-L™; pH 8,8), SDS (0,5 mL; 10% m/v), persulfato
de aménio (0,5 mL; 10% m/v), TEMED (0,02 mL) e agua ultra-pura (16,5 mL).
Depois de colocar a solucado na cuba (Figura 62) adiciona-se ao gel (1 mL) de
isopropanol.

Figura 62. Transferéncia do gel separador para o aparato de eletroforese previamente montado

9.3.11.2. Preparo do gel concentrador

162 Sambrook, J; Russel, D.W. Molecular Cloning: SDS-Polyacrylamide of Proteins.2001.
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Para preparo do gel concentrador (10 mL) foi adicionado a um tubo tipo
falcon, agua ultra-pura (6,8 mL), solucéo de acrilamida (1,7 mL; 30% m/v), tampao
Tris-HCI (1,25 mL;1,5 mol-L™",pH 6,8), SDS (100 pL de solugcdo a 10% m/) e

persulfato de aménio (100uL, a 10% m/v).

9.3.11.3. Adicao do gel concentrador ao sistema

Antes de adicionar o TEMED, o gel separador estava solido e o isopropanol
ja removido do sistema. Em seguida, o pente foi colocado e adicionado o TEMED
(10 uL) a solucao do gel concentrador (Figura 63).

Figura 63. Adicdo do gel concentrador ao sistema contendo o gel separador

9.3.11.4. Adicao das amostras no gel

Para a adicao das fragcdes a serem purificadas no gel, a cuba foi preenchida
com tampao de Tris-Glicina (pH 8,6) e o pente retirado cautelosamente. Com
auxilio de uma pipeta volumétrica, foi adicionado aproximadamente 100 uL de
amostra em cada poco. No primeiro pogo, foi adicionado cerca de 20 uL de padréao

de massa molecular.

9.3.12. Preparo das amostras para analises de espectrometria de

massas
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Cada banda do gel a ser analisada foi excisada, separadamente, e
transferidas para um tubo do tipo Eppendorf.

9.3.12.1. Descoloracao do gel

Foi adicionada ao tubo do tipo eppendorf, contendo as bandas, solugcéo
descolorante (200 uL, 25mmol-L™). A cada 10 minutos esta solugao foi trocada (3
vezes). Apds a descoloragdo os fragmentos de gel foram desidratados com

acetonitrila e secos em speed-vacuo.

9.3.12.2. Reducao e alquilacao

Os fragmentos do gel foram reidratados com 100 uL de solugéo de DTT (65
mmol-L") & 56°C por 30 minutos. A solucdo de DTT foi retirada e em seguida,
adicionada ao gel uma solugdo iodoacetamida (100 L, 200 mmol-L™"), durante 30
minutos a temperatura ambiente no escuro. Posteriormente a solugdo de
iodoacetamida foi retirada e os géis lavados com solugdo de bicarbonato de
aménio (200 pL, pH 8,0) por 10 minutos. Em seguida, o gel foi desidratado com
acetonitrila (200 pL) durante 5 minutos.

9.3.12.3. Tripsinizacao

A tripsina (Promega V511) foi preparada a partir de uma solucao estoque
(200 ng-uL", estocada a -70 °C) dissolvendo-a em &cido acético (100 uL, 50
mmol-L™"). Foram adicionadas as amostras do gel, solucdo de tripsina (15 uL,33
ng-uL™"), dissolvida em bicarbonato de aménio (50 mmol-L"), e estocada em
banho de gelo por 1 hora. Apés este periodo, as amostras foram incubadas a
56°C por 30 minutos.
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9.3.12.4. Extracao dos peptideos

A extracéo dos peptideos gerados pela digestao por tripsina foi feita através
da adicdo de solucdo de acido férmico (30 pL, 5% dissolvido em 50% de
acetonitrila). As amostras foram homogeneizadas por 20 segundos em vdrtex,
ultrassonificadas em banho de ultrassom por 10 minutos e novamente
homogeneizadas por 20 segundos. A solugéo resultante foi retirada e transferida
para um novo tubo, sendo este procedimento repetido no tubo anterior contendo
0s pedagos de gel.

A solucéo de pés-extragdo (60 uL) foi concentrada por speed vacuo até o
volume de aproximadamente 10 pL para retirar o excesso de acetonitrila, sendo as
amostras estocadas a -20 °C. Antes de serem injetados no Espectrémetro de
massas LTQ- Orbitrap os 10ul resultantes do preparo das amostras foram diluidos
com 30ul de acido férmico a 0,1%.0s resultados foram analisados no programa de
identificagdo Sequest através do Proteomic discover utilizando o banco de dados
do NCBI'®® e SwissProt'® para busca.

9.3.12.5. Solucao descolorante (100 mmol-L™)

Para preparacdo da solucdo descolorante (200 mL), foi adicionado
bicarbonato de aménio (0,395 g) em agua (50 mL).

9.3.12.6. Solucao de DTT

O DTT (100 mg), juntamente com bicarbonato de aménio (0,079 mg) foram
solubilizados em agua ultra-pura (10 mL).

'%% Site Nacional de Biotecnologia http://www.ncbi.nim.nih.gov/
164 |nstituto Suigo de Bioinformatica http://web.expasy.org/groups/swissprot/
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9.3.12.7. Solucao de iodoacetamida

O iodoacetamida (370 mg), juntamente com bicarbonato de aménio (0,079
mg) foram solubilizados em agua ultra-pura (10 mL).
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Anexo 1. Resumo dos modelos PLS-DA

n Amostras CPS %Variéncia Rval F{cal rg?;; ! gEFr’r; rg;[;t gEFr’rE 'glm)tgt gEl;r:t; Nyariaveis
PL&PS:
Jovens

4 (2°.3° @ 4° 3 37,84 0,5730 0,8968 9 4 10 3 9 5 100
instar)
PL: Jovens

5 x Adultos 5 71,46 0,9611 0,9988 10 0 10 0 - 88

g ILiMachos 5 5944 0574 09370 4 1 6 1 . 88
x Fémeas
PL: Jovens

7 (2°,3°e 4° 4 85,4 0,9611 0,9977 2 0 4 0 4 0 88
instar)

g FPSidovens 5867 0,539 09939 20 0 12 0 - 56
x Adultos ’ ’ ’
PS:

9 Machos x 6 81,25 0,8879 0,9998 6 0 6 0 - 56
Fémeas
PS: Jovens

10 (2°,3°e4° 1 37,12 0,6443 0,7724 7 2 6 1 5 3 56
instar)

CPs, numero de componentes principais; %varancia, quantidade de variancia explicada pelo modelo;
Rvai, coeficiente de correlagcado para validacao; R.,, coeficiente de correlacédo para calibragao; namost
GP, nimero de amostras no grupo; ngq, NUMero de erros observados pelo processo de validagdo
cruzada (“leave-one-out cross-validation”) para 0 grupo; Nyaiaveis; NUMero de variaveis incluidas no
modelo.
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= PI2° instar
Pl & Ps (Jovens) e PI3 instar
* Pl14° instar
T T T T T T T o Ps2°instar
10 4 * = Ps 3° instar
L] * * Ps 47 instar
o J
m
54 - -
g *
N0 aaliiill s A e Ll L L Ll it -
‘C;I' *
a *
[S] o *
i . i 4
5 -
'
D | *
-10 i -
T T T T T T T
15 10 5 0 5 10 15

CP1(16,92%)

Anexo 2. Grafico de escores para o modelo de PLS-DA (3 CP; 37,84% da variancia; Ry, = 0,57;
Rca = 0,89), mostrando a discriminagcao entre individuos jovens pertencentes as espécies Phloea
subquadrata (PS) e Phloeophana longirostris (PL) ao longo de CP1 e PC2.

Pl & Ps (Jovens)

0,45 . . r . . ; — .
59
0,30 4 e
73
0,15 -] 32 4
50
—_ i 33 69
xR 82 70 47
o 9
[(=] - -
o o 0 'S 1440
=
! 9
o~ I 36 o9
a '
S 0,15 e e 25 4p R
7785 i %6
23 ! 42
-0,30 4 ! 4
]
' 38
0,45 T T !I T T
0,45 0,30 0,15 0,00 0,15 0,30 0,45

CP1 (16,92%)

Anexo 3. Grafico de pesos do modelo PLS-DA do Anexo 2, destacando os compostos relevantes
na distin¢gdo dos individuos jovens pertencentes as espécies Phloeophana longirostris (Pl) e Phloea
subquadrata (Ps).
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Voléteis ninfa 5° instar

115
s 12004
80 Ti7
19 119
j [ M
Ottt e e i . m —_— ﬁ. .h g h—*. el
o 400 600 5o 1000 12100 14100
=
= 115
=] Branco
£
=
120
116 - 124
2]
119
oLeth o) - — ﬁ—ﬁ. —
4hn & 2o 100 120 14100
Tempo

Anexo 4. Cromatograma de ions totais (CG- EM) referente a andlise dos volateis da ninfa de 5°

instar Ph/oea subquadrata utilizando PorapakK- -Q°. Condicoes de analise: 40 °C (3 min), seguida de

10 °C-min™ até 290 °C. Numeracao dos picos no cromatograma (de 115 a 121, conforme Figura 7)
e (19, 32 e 37, conforme Anexo 6).

120
121

80 Branco

g0

40

204 L
g D o Fl lJ“', L., o, L

T T T T T T T T ' * f i T i T T

-E: - 10. DEI 15.00 20.00 25.00
= 121
£
=

804

Volateis macho
g0
40
16 197
204
0 L.n.uu“ fek i
T T i T T T T T T T T !
- 10. DEI 15.00 20.00 25.00
Tempo

Anexo 5. Cromatograma de ions totais (CG EM) referente a analise dos volateis do macho de
Phloea subquadrata utilizando PorapaK- -Q°. Condicoes de andlise: 40 °C (3 min), seguida de 10
°C-min™ até 290 °C. Numeracao dos picos no cromatograma (de 115 a 121, conforme Figura 7).
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Anexo 6. Compostos volateis da espécie Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris analisados por CG-EM

adsorvidos (SPME-Carboxen PDMS).

L Peso - lite . Principais fragmentos
N° Caracterizacao Estrutura/Nome TR IR IR Espécie
molecular (m/z (abundéancia))
84(M*,19), 83(5), 57(8),
1 EM 84 ;>:O 3,38 686 689’ PS ( 5)5(102)) (©)
1-penten-3-ona
\I\> 96(M*, 36), 81(100), 53(25),
2 EM 96 o) 3,61 703 703° PS 41(9)
2-etilfurano
@ . 94(M*, 100), 66(31), 65(32),
3 EM 94 0) 4,01 723 761 PSePL
it 63(13), 44(13)
-viniiturano
84(M*, 100), 55(67), 53(18),
— 41(20
4 EM 84 § g 437 742 : PS 20
2-metil-2-butenal
NN
5 EM 84 0 460 754 757" PSePL  84(M 60), 83(76), 55(100),
(E)-2-pentenal 53(19), 41(41)
6 EM ND 507 778 777° PSePL 101(28), 88(100), 85(29),

DY

! Jordan, M.J.; et. al.J. Agric. Food Chem. 2002, 50, 5386-5390.

2 Garcia, C.; Martin, A.; Timén, M.L.; Cérdoba, J.J. Lett. Appl. Microbiol. 2000, 30, 61-66.
8 Beal, A. D.; Mottram, D.S. J. Agric. Food Chem. 1994, 42, 12, 2880-2884.
* Methven L.; et. al.Mottram D.S.J. Agric. Food Chem. 2007, 55, 1427-1436.

® Rychlik, M.; Bosset, J.O./nt. Dairy J.2001, 11, 895-901.

59(20), 57(76), 41(37)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Garcia%2C+C.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Martin%2C+A.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Timon%2C+M.L.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Cordoba%2C+J.J.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Methven+L.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Mottram+D.S.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Rychlik%2C+M.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Bosset%2C+J.O.&Mask=2000

10

11

12

13

EM

EM

EM

RMN e PS

EM

EMe PS

98

ND

98

98

98

100

ND

8 Adams R.P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectrometry. 2001.
Ruther J. J. Chromatogr. A.2000, 890, 313-319.

2-metilbutanoato de metila
/ _
g é_f

2-metil-3-pentenal

OW

(E)-3-hexenal

(2)-2-hexenal

OM\/\

(E)-2-hexenal
I
'e) O

5-metil-2(3H)-furanona

SN -OH
(E)-2-hexen-1-ol

desconhecido

Medlna A.L.; et. al. J. Agric. Food Chem.2005, 53, 8694-8698.
Georgllopoulos D.N.; Gallois, A.N.Food Chem.1988, 28, 141-148.

5,50

5,50

6,57

7,18

7,20

7,21

7,35

800

800

850

878

879

880

886

803°

841’

8538

901°

862
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98(M", 9), 69(44), 57(28),
PSePL 56(42), 55(34), 44(36),
43(32), 42(22), 41(100)

82(18), 72(18), 69(26),
PS 57(49), 56(72), 55(31),
44(70), 43(47), 41(100)
98(M*, 11), 83(100), 70(23),
69(67), 57(21), 56(22),
55(81), 43(20), 42(35),
41(75)
98(M", 28), 83(81), 69(88),
PSe PL 57(49), 55(93), 42(57),
41(100)

69
55

PSePL

98(M"*, 100), 55(91), 43(54),
42(12)

PSePL

100(M", 2), 81(25), 67(20),
57(100), 41(38)
112(56), 97(100), 95(26),
PS 94(31), 84(17), 69(28),
43(21), 41(29)

PSePL


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Medina%2C+A.L.
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Georgilopoulos%2C+D.N.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Gallois%2C+A.N.&Mask=2000

14

15

16

17

18

19

20

EMe PS

EM

EM

EM

EM

PS e RMN

EM

/\/\/\/\
128
nonano
S T N
96 ©
2,4-hexadienal
)OJ\ /\)\
¥z
ND <

Acetato de 3-metil-2-butenila

O
o N PPN

hexanoato de metila

112 \/WO

3-hepten-2-ona

112 \)%

@)
(E)-4-oxo-2-hexenal

jj)\)\/\
o

3-metilexanoato de metila

ND

'% Guichard, E.; Souty, M.Z. Lebensm. Unters. Forsch.1988, 186, 301-307.

7,64

7,88

7,95

8,17

8,82

8,76

8,94

900

912

916

927

936

957

967

Anexos. Capitulo I.

128(M*, 16), 85(37), 71(30),
70(33), 57(88), 56(27),
55(30), 43(100), 42(27),
41(40)
96(M", 40), 81(100), 67(30),
909 PSePL 53(26), 41(26)

900 PSePL

86(43), 71(37), 69(33),
925" PSePL 68(71), 53(31), 43(100),
41(34)

99(27), 87(33), 74(100),
59(20), 43(30)

934 PSePL

112(M*, 28), 97(80), 55(100),
43(49), 41(28)

112(M*, 17), 84(15), 83(100),
57(13), 55(49)

- PSePL

113(10), 101(24), 88(100),
- PSePL 57(34), 55(26), 44(15),
43(27), 41(25)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Guichard%2C+E.&Units=SI&Mask=FFFFFF
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Souty%2C+M.&Units=SI&Mask=FFFFFF

22

23

24

25

26

27 EM

28

29

EM

EM

EM

EM

EM, RMN

112

112

142

ND

ND

142

110

" , Takeoka, G.; Perrino, C., Jr.; Buttery, R. J. Agri. Food Chem.1996, 44, 654-660.
2 Tret yakov, K V. Retentlon Data NIST Mass Spectrometry Data Center. 2008.

—~
O
o
5-etil-2(3H)-furanona

desconhecido

S N

decano

IWTO

acetato de (2)-3-hexenila

acetato de (Z)-2-hexenila
YO
\/\/\/O
acetato de hexila
\’//O
W\/O

acetato de (E)-2-hexenila

desconhecido

9,12

9,06

9,59

9,71

9,72

9,81

9,85

10,08

'3 Gémez, E.; Ledbetter, C.A.; Hartsell, P.L. J. Agric. Food Chem.1993, 41, 10, 1669-1676.

976

973

1000

1007

1008

1012

1015

1028
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112(M*, 16), 84(15), 83(100),

978" PSePL
57(13), 55(52)
- 112(M*, 67), 97(14), 83(30),
PS 6 PL ( ), 97(14), 83(30)
55(100)
142(M*, 10), 85(35), 71(45),
1000 PSePL
57(100), 43(81), 41(38)
82(66), 67(100), 54(11),
) PS 6 PL (66), 67(100), 54(11)
43(99), 41(17)
100(24), 82(37), 67(57),
1005 PS (e4), 82(37), 67(57)
55(27), 43(100), 41(21)
84(25), 69(20), 61(27),
1008 PSePL 56(52), 55(28), 43(100),
41(21)
142(M*, 1), 100(26), 82(40),
1014 PSePL 67(53), 55(20), 43(100),
41(22)
110(M*, 100), 82(100),
- PSePL 81(23), 68(39), 55(28),

54(94), 53(26)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Tret%27yakov%2C+K.V.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Gomez%2C+E.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Ledbetter%2C+C.A.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Hartsell%2C+P.L.&Mask=2000

30

31

32

33

35

36

37

38

EM

EM

EM e RMN

EM

EM, RMN

—~
O
112 0]

5-etil-2(5H)-furanona

O\
o |

(2)-2-octenal
M\/\/\
126 o
(E)-2-octenal
ND desconhecido

110 O:<;>:O

2-cicloexene-1,4-diona

/\/\/\/\/\

154 Z
(E)-1-undeceno
VNN NN
156
undecano
0]

ND

2-isopropilcicloexanona

'* Ohnishi, S.; Shibamoto, T.J. Agric. Food Chem.1984, 32, 987-992

134

10,29

10,42

10,65

10,83

11,02

11,21

11,35

12,03

1040

1047

1060

1070

1082

1092

1100

1143
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112(M*, 1), 84(15), 83(100),
55(25)

- PSePL

84(20), 83(100), 82(31),
70(52), 69(19), 57(19),
55(56), 41(34)

1048 PSePL

84(20), 82(40), 70(100),

69(49), 67(25), 57(57),

55(92), 41(88)

96(55), 81(81), 67(16),

55(31), 43(100), 41(19)
110(M*, 100), 82(92), 81(17),
68(37), 55(18), 54(95),
53(25)

154(M*, 8), 97(45), 84(46),
83(69), 71(27), 70(91),
69(81), 57(58), 56(87),
55(100), 43(94), 41(95)

156(M*, 10), 85(41), 84(12),
85(41), 71(60), 57(100),
56(20), 43(73), 41(44)

1060 PSePL

- PSePL

1090" PS e PL

1100 PSePL

125(17), 111(100), 98(91),

97(22), 84(30), 83(77),

70(43), 57(37), 55(94),
41(44)

- PSePL


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Ohnishi%2C+S.
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Shibamoto%2C+T.
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111(46), 98(49), 97(25),

NN 84(31), 83(76), 70(59
39 - ND O 12,31 1160 1162'° PSePL 69(3 ) 57(54)’ 56(24)’
(E)-2-nonenal (32), 57(54), 56(24),
55(100), 43(59), 41(65)
o) 140(M*, 12), 112(13),
111(20), 98(100), 97(27),
40 EM 140 12,39 1165 - PSePL
83(20), 70(35), 57(16),
2-propilcicloexanona 56(16), 55(69), 41(19)
/\/ﬁ\ 170(2), 82(19), 71(100)
41 EM 170 R I SN 12,83 1193 - PSePL 67(28), 55(24), 43(37),
butanoato de 2-hexenila 41(24)
170(M*, 10), 85(37), 71(65),
NN
42 EMe PS 170 12,94 1200 1200 PSePL 70(14), 57(100), 56(16),
dodecano 55(18), 43(82), 41(40)
128(15), 110(18), 95(11),
82(19), 81(30), 67(26),
43 EM ND /\/\/\/\Oi 13,09 1210 - PSePL (19). 81(30), 67(26)
55(22), 54(40), 43(100),
acetato de (E)-2-octenila 41(28)

111(20), 110(26), 97(16),

o
N " 84(30), 83(100), 81(20),
44 EM ND x 13,69 1251 1252 PS

70(84), 69(30), 57(31),

(2)-2-decenal 55(67), 43(42), 41(54)
152(M*, 5), 111(18), 110(18),
e e N 109(21), 96(19), 95(56),
45 EM 152 13,75 1255 - PS
2,4-decadienal 81(100), 79(43), 70(26),

67(55), 55(69), 41(71)

19 VaI|m M.F.; Rouseff, R.L.; Lin, J. J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 1010-1015.
'¢ Campeol, E et al. J. Agr/c Food Chem. 2003, 51, 1994-1999.
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http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Campeol%2C+E.&Mask=2000
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110(19), 98(28), 97(26),
83(68), 81(30), 79(16),
46 EM ND O 13,88 1264 1264 PSePL  70(100), 69(47), 68(25),
(E)-2-decenal 57(56), 56(35), 55(86),
43(78), 42(19), 41(84)

182(M*, 42), 111(21), 97(45),

P V1 S N N NN 17 84(32), 83(62), 70(63),
47 EM 182 14,23 1288 1288 PS
(E)-1-trideceno 69(100), 57(38), 56(61),
55(91), 43(40), 41(66)
182(M*, 41), 97(42), 83(61),
) . 70(58), 69(79), 57(45),
48 EM 182 trideceno isbmero 2 14,26 1290 - PSePL
56(59), 55(100), 43(64),
41(64)
182(M*, 9), 111(31), 98(25),
97(67), 84(44), 83(81),
49 EM 182 trideceno isdbmero 3 14,30 1293 - PSePL 70(71), 69(88), 57(74),
56(74), 55(100), 43(84),
41(89)
184(M*,12), 85(52), 71(73),
P VN N N NN
50 EM, PS 184 , 14,41 1300 1300 PSePL 57(100), 55(20), 43(67),
tridecano
41(39)
P VA VAV VYaVYaYs 1400 198(M"*, 8), 85(51), 71(69),
51 EM 198 15,79 1400 PSePL
tetradecano 57(100), 43(71), 41(30)
126(27), 111(33), 98(29),
52 EM ND NN OH 16,22 1433 - PS 97(69), 84(62), 83(79),
undecanol

82(48), 70(81), 69(100),

' Beens, J.; Tijssen, R.; Blomberg, J. J. Chromatogr. A. 1998, 822, 233-251.
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http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Beens%2C+J.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Tijssen%2C+R.&Mask=2000
http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Blomberg%2C+J.&Mask=2000

53

54

55

56

57

EM

EM

EM

EM

EM

204

204

210

ND

ND

B-humuleno

a-cariofileno

isdbmero do pentadeceno

pentadecano

o

acetato de 2-metilpropanoato

137

16,31

16,76

16,89

17,10

4,86

1439

1474

1484

1500

767

1441

1454

1500°

PSePL

PSePL

PSePL

PL
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68(
55(

34), 57(54), ),
98), 43(74), )s
41(71)

204(M*, 10), 161(41),
147(35), 133(100), 121(31),
120(45), 119(47), 107(49),
105(62), 93(100), 91(83),
81(39), 79(70), 77(41),

)

79(7
69(71), 67(34), 41(67)

56(83
42(29

204(M", 10), 147(24),
121(33), 93(100), 91(19),
80(32), 79(16), 67(11)

210(M", 28), 111(27), 97(42),
84(31), 83(80),
82(24),70(49), 69(59),
57(53), 56(40), 55(100),
54(24), 44(21), 43(56),
41(44)

85(47), 71(67), 70(18),
57(100), 56(16), 55(25),
43(63), 41(34)

86(4), 73(28), 56(41),
43(100), 41(16), 32(11),
28(34)



58

59

60

61

62

63

64

EM

EM

EM

EM

EM

EM

84

98

ND

ND

ND

ND

112

PN

@)
3-metil-2-butenal

isdmero furanona

isdbmero hexenol

\)\/O\(

O
acetato de 2-metilbutenila

desconhecido

HO_‘%L
3-etil-2,4-pentadien-1-ol

/
=0

2-etil-2-pentenal

'8 Engel, E.; et. al.J. Agric. Food Chem. 2002, 50, 6459-6467.
"9 Flamini, G.; et. al.Food Chem.2004, 85, 599-604.
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5,10

6,94

7,00

7,08

7,34

8,01

8,29

780

867

870

874

886

919

933

7588

877"
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84(M", 100), 83(45), 55(58),
PL 53(15), 41(29), 39(29),
32(30), 28(83)
98(M", 97), 55(100), 43(65),

PL
42(16)

82(24), 71(11), 67(20),

PL 57(100), 44(15), 43(16),
41(40)

101(2), 98(1), 73(24),
PL 70(660, 57(18), 55(27),
43(100), 41(17), 29(10)

112(47), 97(100), 95(30),
PL 69(28), 55(19), 44(10),
41(45)

98(6), 97(40), 83(96), 69(24),
55(100), 53(25), 41(64)

PL

112(M*, 29), 97(55), 83(36),
PL 71(23), 69(32), 55(100),
43(44), 42(29), 41(73)


http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?Author=Flamini%2C+G.&Mask=2000
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0] 83(12), 73(86), 70(73),
\)J\ N 55(95), 45(100), 43(76),
65 EM ND (@) 8,52 945 - PL
42(49), 41(52)
2-propenoato de pentila
0 116(2),89(13), 71(100),
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67(79), 55(38), 43(66)
220(5), 205(22), 121(20),
1646°® PL 81(100), 79(41), 67(41),
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PS: padréo sintético. (-) sem informacdes. EM: identificacdo por espectrometria de massas. RMN: elucidagao estrutural do produto natural por
ressonancia magnética nuclear. ND: ions moleculares nao detectados. TR: tempo de retencdo em minutos. IR indice de retencdo calculado.

IR"™™: indice de retencao da literatura. PL: Phloeophana longirostris. PS: Phloea subquadrata.

87 http://webbook.nist.gov/cgi/

% Sylvestre, M.; et. al. Ethnopharmacol. 2006, 103, 99-102.
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Anexo 7. Espectro de massas (CG-EM/SPME)da1-penten-3-ona (1).
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Anexo 8. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 2-etilfurano (2).
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Anexo 9. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-vinilfurano (3).
840
b ~
550
§ 60
g 40
a0 a4 530
51.0
o [l 1] L L
% h & = o 0 5 7 % A & b

m/iz

Anexo 10. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-metil-2-butenal (4).
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Anexo 11. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-pentenal (5).
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Anexo 12. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-metil-butanoato de metila(6).
41
% oW
I B4 E3.0
§ 404 55,0
20] r ggy 830 =
: I s | L ||
3 e 4 4 B & &0 &5 7 % & & % & 100 105
miz :
Anexo 13. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 2-metil-3-pentenal (7).
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Anexo 14. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto (E)-3-hexenal (8).
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Anexo 15. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto (2)-2-hexenal (9).
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Anexo 16. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-hexenal (10).
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Anexo 18. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-hexen-1-ol (12).
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Anexo 19. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 13.
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Anexo 20. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2,4-hexadienal (15).
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Anexo 21. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato-3-metil-2-butenila (16).
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Anexo 22. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do hexanoato de metila (17).
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Anexo 23. Espectro de massas (CG-EM/SPME) da 3-hepten-2-ona (18).
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Anexo 24. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-4-oxo-2-hexenal (19).
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Anexo 25. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-metilexanoato de metila (20).
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Anexo 26. Espectro de massas (CG-EM/SPME) da 5-etil-2(3H)-furanona (22).
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Anexo 27. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 23.
430 E70
o]
a0
w
E £ 820
é': 404
B0
204 ‘
1120
D | na | il
% P & " 5 50 55 % * a0 & B & W ks Tl Tl T ke
mfz
Anexo 28. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato de (2)-3-hexenila (25).
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Anexo 29. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto acetato de (Z)-2-hexenila (26).
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Anexo 30. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato de hexila (27).
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Anexo 31. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato de (E)-2-hexenila (28).
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Anexo 32. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 29.
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Anexo 33. Espectro de massas (CG-EM/SPME) da 5-etil-2(5H)-furanona (30).
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Anexo 34. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (2)-2-octenal (31).
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Anexo 35. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-octenal (32).
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Anexo 36. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 33.
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Anexo 37. Espectro de massas (CG-EM/SPME) da 2-cicloexene-1,4-diona(35).
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Anexo 38. Espectro de massas (CG-EM/SPME) da 2-isoproprilcicloexanona (38).
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Anexo 39. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-nonenal (39).
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Anexo 40. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-propilcicloexanona (40).
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Anexo 41. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do butanoato de 2-hexenila (41).
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Anexo 42. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E)-2-acetato de 2-octenila (43).

154



Abundancia

Abundancia

Abundancia

Abundancia

Anexos. Capitulo I.

&0
700
| o
i LVW
T
& 41
10
1100
&1
a i 370
1] NN 1 I 1T 1
e L 0 L 0 0 '!""I"|'II"" A 'I'w" A
mz 5 a0 P 50 5 i & 7 75 m 5 1 % w0 W5 10 15 1A
Anexo 43. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (2)-2-decenal (44).
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Anexo 44. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2,4-decadienal (45).
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Anexo 45. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do (E) 2-decenal(46).
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Anexo 46. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto B-humuleno (53).
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Anexo 47. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do a-cariofileno (54).
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Anexo 48. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato de 2-metilpropano (57).
a4z
281
804 04\/'\
.% 504 BR1
2 a0
320 411
20 520
| ‘ IRl B
CTTRTTTE TR TR T T s T s B0 B 70 7 80 8 @
m/z
Anexo 49. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-metil 2-butenal (58).
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Anexo 50. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do isémero furanona (59).
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Anexo 51. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do isémero do hexenol (60).
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Anexo 52. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do acetato de 2-metilbutenila (61).
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Anexo 53. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto62.
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Anexo 54. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-etil-2,4-pentadien-1-ol (63).
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Anexo 55. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-etil-2-pentenal (64).
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Anexo 56. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-propenoato de pentila (65).
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Anexo 57. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do butanoato de 2-metilpropila (66).
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Anexo 58. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do benzaldeido (68).
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Anexo 59. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do isémero do furano (69).
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Anexo 60. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-metil-1-etilciclopentano (70).
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Anexo 61. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-pineno (71).
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Anexo 62. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do butanoato de butila (72).
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Anexo 63. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 73.
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Anexo 64. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do isémero do decano (74).
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Anexo 65. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 2-metil-5-(2-metil-2-propenila)-cicloexanol (75).
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Anexo 66. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do limoneno (76).
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Anexo 67. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 5-metil-4-hexen-3-ona (77).
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Anexo 68. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-oxiranil-7-oxabiciclo(4.1.0)heptano (78).
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Anexo 69. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 79.
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Anexo 70. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do éster metilico do acido benzéico (80).
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Anexo 71. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do aldeido “lilalic” (81).
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Anexo 72. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do fenilacetato de metila (82).
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Anexo 73. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 83.
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Anexo 74. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do a-copaeno (84).
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Anexo 75. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 85.
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Anexo 76. Espectro de massas(CG-EM/SPME) do 8- elemeno (86).
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Anexo 77. Espectro de massas (CG-EM/SPME)do a-gurjuneno (87).
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Anexo 78. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do epi-biciclosesquifelandreno (88).

163



Abundancia

Abundancia

Abundancia

Anexos. Capitulo I.

1611
a0
50
404 105.0
a0
e 1130
1 411 73.0
1320
551 g7 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ioh ‘ 2041
U..,l..'.l.'| Il.l..ll'. !'l.||I||I.I.|'||.I'|.I.|.'ll..||. ??5;1"18”9'1"'.
40 &0 &0 100 120 140 150 180 200
miz
Anexo 79. Espectro de massas (CG-EM/SPME) dof-gurjuneno (89).
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Anexo 80. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do B-aromadendreno (90).
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Anexo 81. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do a-aromadendreno (91).
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Anexo 82. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do composto 92.
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Anexo 83. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do &-selineno (93).
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Anexo 84. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-selineno (94).
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Anexo 85. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do a-selineno (95).
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Anexo 86.Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 3-cadineno (96).
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Anexo 87. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do B-germacreno (97).
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Anexo 88. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do epéxido de isoaromadendreno (98).
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Anexo 89. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 6xido de cedreno (99).
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Anexo 90. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do epdxido de humuleno 11 (100).
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Anexo 91.Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 6xido de bisaboleno (101).
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Anexo 92. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do 6xido humuleno 11l (102).
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Anexos. Capitulo I.

Anexo 93. Espectro de massas (CG-EM/SPME) do epéxido de allo-aromadendreno (103).
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Anexo 94. Espectros de massas obtidos por (CG-EM) dos compostos desconhecidos (A, B e C)
detectados nas analises de exuvias de 4° instar de Phloea subquadrata.
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Anexo 95. Espectro de RMN de 'H (400,18 MHz, CDCl;) da secrecdo de glandula Macho de
Phloea subquadrata: Expansao A. Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 96. Espectro de RMN de 'H (400,18 MHz, CDCl;) da secrecdo de glandula macho de
Phloea subquadrata:Expansao B. Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 97. Espectro de RMN de '°C (125,69 MHz, CDCl;) da secrecdo de glandula macho de
Phloea subquadrata. Processamento realizado no programa MestRec.

/
Dept 135°
| i | | | | . N ‘L¢
L
Dept 90°
j | L L -

T T T T T T T T T T T T T T T T
150 100 50 [ppm]

Anexo 98. Espectro de RMN de "®C DEPT 135° e DEPT 90° (125,69 MHz, CDCl;) da secrecio de
glandula macho de Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 99. Mapa de contorno de RMN de 2D 'H-"3C - HSQC(400,18 MHz, CDCl3) da secrecio de
glandula macho de Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 100. Mapa de contorno de RMN de 2D 'H-"H - COSY(400,18 MHz, CDCIs) da secrecao de
glandula Macho de Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 101. Espectro de RMN de 'H (400,18 MHz, CDCl,;) da secregdo de glandula fémea de
Phloea subquadrata: Expansao A. Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 102. Espectro de RMN de 'H (400,18 MHz, CDCl;) da secrecdo de glandula fémea de
Phloea subquadrata: Expansao B. Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 103. Espectro de RMN de *C (100,63 MHz, CDCl;) da secregdo de glandula fémea de
Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 104. Mapa de contorno de RMN de 2D 'H-'H - COSY(400,18 MHz, CDCl;) da secre¢do de
glandula fémea de Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 105. Mapa de contorno de RMN de 2D 'H-"°C - HSQC(400,18 MHz, CDCl;) da secrecéo de
glandula fémea de Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 106. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;) da secregéo de glandula ninfa de 4° instar
Phloea subquadrata. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 107. Espectro de RMN de H (400,18 MHz, C¢D¢) do extrato total de ninfas 4° instar de
Phloeophana longirostris. Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 108. Espectro de RMN de 3c (125,69 MHz, C¢Dg) do extrato total de ninfas 4° instar de
Phloeophana longirostris. Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 109. Espectro de RMN de '°C DEPT 135° e DEPT 90. (100,63 MHz, CgDg) do extrato total
de ninfas de 4° instar de Phloeophana longirostris. Espectro processado no programa TopSpin da
Bruker.
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Anexo 110. Mapa de contorno de RMN de 2D 'H-"3C - HSQC(400,18 MHz, C¢Ds) do extrato total
de ninfas de 4° instar de Phloeophana longirostris Espectro processado no programa TopSpin da
Bruker.
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Anexo 111. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz, CsDg) do padrao sintético (E)-2-hexenal (10).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 112. Espectro de RMN de C (62,90 MHz, C4Dg) do padrao sintético de (E)-2-hexenal (10).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 113. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz,CDCl;) do padréo sintético (E)-2-hexenal (10).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 114. Espectro de RMN de "*C (62,90 MHz,CDCl;) do padrao sintético do (E)-2-hexenal (10).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 115. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz; CsDg) do padréo sintético de (E)-2-octenal (32).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 116. Espectro de RMN de 3c (62,90 MHz, C¢D¢) do padrao sintético de (E)-2-octenal (32).
Processamento realizado no programa MestRec.

179



Anexos. Capitulo I.

/\/\/MO
-~ 2 o-w o o o w - e
o 2 z 2 288 2 g 8 & 78 @ oo
.- s @ S0 o = R £33 8
5 = } R
| |
| I
I | ; '
|
| |
\Illl\\l\l\ll\l\l\l 1.350 1.300
2400 2350 2300 ’ ’
6900 6850 6.800
o m o om o= _
E & 85 2 2 g 88
e e E
©  w o= oo
g &5 T &
= £ =2 5
5 =5 = =
9550 9500

6.150 6.100
ppm (f1)

090
ppm (F1)
1.550 1500
ppm (f1)

“ ' M j't_l i

T T T T T T T T
5.0 0.0 ppm

Anexo 117. Espectro de RMN de 'H (250,13 MHz, CDCl;) do padrdo sintético de (E) 2-octenal
(32). Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 118. Espectro de RMN de "°C (62,90 MHz, CDCl3) do padréo sintético de(E)-2-octenal (32).
Processamento realizado no programa MestRec.

180



Anexos. Capitulo I.

2.059

1.488
1.450
1429
1.400
137
1.341

2.050 | |

1.500 1.450 1.400 1.350
ppm (f1)

0.934
0.905
0.875

5.80 5.70 5.60 5.50
ppm (1) . |

[T T T[T T T[T
M 0950 0800 0.850
ppm (f1)
RUE N L

—rt [ T T 1| T T [ T T [ T T 1 [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T 1
7.0 6.0 5.0 4.0 2.0 2.0 1.0 0.0 ppm

Anexo 119. Espectro de RMN de H (250,13 MHz, CDCI;) do padrao sintético do acetato de (E)-2-
hexenila (28). Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 120. Espectro de RMN de "°C (62,90 MHz, CDCl3) do padrao sintético do acetato de (E)-2-
hexenila (28). Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 121. Espectro de RMN 'H (250,13 MHz;CDCl;) do padrio sintético do (E)-4-oxo-2-hexenal
(19). Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 122. Espectro de RMN de "*C (62,90 MHz, CDCl3) do padrdo sintético do (E) 4-oxo- 2-
hexenal (19). Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.

182



Anexos. Capitulo I.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 ppm

Anexo 123. Espectro de RMN de 1dC DEPT 135° e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl;) do padrdo
sintético do (E)-4-oxo- 2-hexenal (19). Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 124. Espectro de RMN de 'H (250,13MH2,CDCI3)do padrao sintético do (E)-2-hexenol (12).
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 125. Espectro de RMN de 3c (62,90 MHz, CDCI3) do padrado sintético do (E)-2-hexenol
(12). Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 126. Espectro de RMN de '3C DEPT 135° e DEPT 90° (62,90 MHz, CDCl3) do padrao
sintético do (E)-2-hexenol (12). Espectro processado no programa TopSpin da Bruker.
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Anexo 127. Espectro de RMN de 'H (250 MHz; CDCl;) do padrdo sintético dodecanal.
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 128. Espectro de RMN de 'H (250 MHz; CDCls) do N-bromosuccinimida recristalizado.
Processamento realizado no programa MestRec.
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Anexo 129. Compostos detectados nas glandulas através da analise por CG-EM

N° compostos Phloea subquadrata Phloeophana longirostris
fémeas machos Ninfas fémeas machos ninfas

10 (E)-2-hexenal 17,0+ 11,7 11,7 £ 16,3 46117 56,8 +18,8 22,4 + 25,8 1,6+£1,0
19 (E)-4-ox0-2-hexenal - - 39,6 £9,9 - - 15,4 £ 15,1
22 5-etil-2(3H)-furanona - 324 +£4.2 - - - -

24 decano 14,6 £6,9 23+0,5 - - -

28 acetato de (E)-2-hexenila 10,1+7,0 6,3+1,6 - - 6,7 +1,7 -

32 (E)-2-octenal - - 20,8 +4)9 5,2+4,8 - 15,2 +4,7
113 acido (E)-2-hexendico - - - 11,3+ 16,0 - -

37 undecano 33,9+0,5 28,4 + 8,1 29,0 £ 11,4 38,7 £ 26,5 55,1 £ 37,4 26,2+8,3
50 tridecano 44+0,9 3,0£0,8 - 16+04 1,2+0,4
95 a-selineno - - - 24+0,8 1,0£0,0 -

114 6xido de cariofileno 1,4+0,1 1,3x£0,1 - - - -

Tabela construida com 8 individuos de Phloea subquadrata (fémeas: 2; machos: 2; ninfas: 4 (4° e 5° instares) e 10 individuos de Phloeophana
longirostris (fémeas: 3; machos: 2; ninfas: 5 (4° e 5° instar). Valores referente a abundancia relativos dos compostos detectados com area do pico
cromatografico maiores que 1%. (-) refere-se aos compostos nao detectados, ou que estavam presentes, porém com abundancia relativa inferior
a 1% da area total dos picos no cromatogramas.
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Anexo 130. Microscopia eletrénica de varredura da antena de fémea de percevejo da espécie
Phloea subquadrata A: Par de antenas apresentando os trés segmentos: escapo, pedicelo e o
flagelo. B: Ampliagdo da regidao do flagelo da antena com incrustagdes nas sensilas. C: Base de
fixacdo das sensilas no flagelo. D: Microporos presentes na sensila.

A
-

Anexo 131. Microscopia eletronica de varredura da antena de percevejos da espécie Phloea
subquadrata A: Par de antenas de macho apresentando os trés segmentos: escapo, pedicelo e o
flagelo. B: Ampliacao da regi@o do flagelo da antena de macho com incrustagdes. C: Apice de uma
sensila de macho. D: Antena de um individuo jovens 5° instar da espécie Phloea subquadrata
apresentando os trés segmentos.

Anexo 132. Microscopia eletrénica de varredura da antena de macho de Phloeophana longirostris.
A: Antena completa mostrando os trés segmentos: escapo, pedicelo e o flagelo. B: Ampliagéo da
regiao do flagelo da antena. C e D: Microporos presentes na sensila da regiao flagelar.

Anexo 133. Microscopia eletronica de varredura da antena de fémea de Phloeophana longirostris.
A: Flagelo e ligagao com o pedicelo. B: Ampliacdo da regiao de ligagao do flagelo com o pedicelo.
C: Regido do flagelo com as diferentes formas de sensilas e D: Base de uma sensila ligada ao
flagelo.
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Anexo 134. Ovos de Phloeophana longirostris apds armazenagem a -20 °C.

e

Anexo 135. Ninfas de 1° instar de Phloeophana longirostris. A: ninfas eclodidas dos ovos
armazenados 2 a 8 °C. B:regido ventral com detalhe das antenas. C: regido ventral e dorsal das
ninfas.

Anexo 136. Ninfas de 2° instar de Phloeophana longirostris. A: regido ventral e cabega. B: detalhe
do par de antenas com trés segmentos. C: regido dorsal, mostrando parte do aparelho bucal.

Anexo 137. Ninfas de 3° instar Phloeophana longirostris. A: detalhe dos olhos na regiao dorsal. B:
imagem da regido do dorso da ninfa com iluminagdo comum. C: imagem do dorso da ninfa com luz
polarizada.
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R=0,99676

Anexo 138. Curva de calibracdo dos compostos presentes nos individuos Phloea subquadrata.

Anexo 139. Peso médio dos individuos de Phloea subquadrata e Phloeophana longirostris

Peso médio (mg)

Individuos
Phloeophana longirostris Phloea subquadrata
Ninfa 2° 11,1 + 32 53 + 1,1
Ninfa 3° 24,6 + 63 104 + 49
Ninfa 4° 45,5 + 11,9 32,0 + 216
Macho 86,2 + 144 1154 + 54
Fémea 151,4 + 243 1304 + 172
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Anexo 140. Relagdo entre o peso médio dos individuos de Phloea subquadrata e Phloeophana

longirostris submetidos a andlises.
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Anexo 141. Espectro de massas dos 4 dimeros sintéticos do m/z 112.
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Anexo 142. Espectro de massas dos dimeros detectados na glandula de macho de Phloea

subquadrata.
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Anexo 143. Cromatograma troca catiénica referente a 1° do processo de purificagdo das proteinas
do extrato solivel de Bacillus safensis pH 7,6. Linha em azul refere-se ao gradiente de
absorbancia.
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Francine 04052010 Troca cationica001:1_Fractions ~ — Francine 04052010 Troca cationica001:1_Inject ~ — Francine 04052010 Troca cationica001:1_Logbook

mAU

2500

2000

1500

1000

500

0 2 3 4 5 6] 7]8]9[10011]12)13]14]15]16/17)1819]20[2122]23]24]2526]27 282 1|11uuwi‘.m71xwu
0.0 10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 ml

Anexo 144.Cromatograma da troca catidnica referente a 2° do processo de purificacdo das
proteinas do extrato soluvel de Bacillus safensis pH 7,6 (na presenga do fenantreno). Linha em
azul refere-se ao gradiente de absorbancia.
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Francine Troca Ionica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_UV Francine Troca Ionica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_Cond
Francine Troca lonica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_Cond¢ Francine Troca lonica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_Fractions
nica001:1_Inject  — Francine Troca Ionica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_Logbook

— Francine Troca lonica B pumilus sem fenantreno Troca c:

mAU

2500
2000
1500
1000

500

0 1 2 3 4 5 6 "wu‘n 1314 [i617) [19p0] pap3 Zit“\;\;Hm 33p4| p6p7 B Waste

0.0 10.0 200 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0 ml

Anexo 145. Cromatograma da troca catibnica referente ao 3° processo de purificacdo das
proteinas do extrato solluvel de Bacillus safensis pH 7.6. Linha em azul refere-se ao gradiente de
absorbancia.

Francine Troca Ionica B pumilus sem fenantreno Troca cationica001:1_UV ~ —— Francine 04052010 Troca cationica001:1_Cond

Francine 04052010 Troca cationica001:1_UV
2 « y Francine 04052010 Troca cationica001:1_Fractions — Francine 04052010 Troca cationica001:1_Inject

— ) T 1:1_Cond!

rancine cac cal
Francine 04052010 Troca cationica001:1_Logbook
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2000

1500

1000

500

Waste
80.0 ml

0.0 10.0 200

Anexo 146. Cromatogramas (FPLC-UV) referente a 1° purificagdo (vermelho, sem fenantreno) e
da 2° purificagédo (azul, com fenantreno)da troca catiénica do Bacillus safensis.
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Francine troca naionica com fenantreno001:1_UV
Francine B pumils Troxca anionica agosto001:1_Fractions

Francine B pumils Troxca anionica agosto001:1_Cond
— Francine B pumils Troxca anionica agosto001:1_Inject

o
500 \\
3 gt N

60 80 ml

Anexo 147. Cromatogramas (FPLC-UV) referente a 1° purificacdo (vermelho, sem fenantreno) e
da 2° purificagdo (rosa, com fenantreno) da troca anibnica do Bacillus safensis.
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Anexo 148. Géis das fracdes da troca catidnica da segunda purificagdo de Bacillus safensis. A:
com fenantreno. B: sem fenantreno

R e L L )

Anexo 149. Géis das fragbes da troca anibnica da segunda purificagdo, sem fenantreno em
ambos, de Bacillus safensis.

Anexo 150. Géis das fragbes da troca anidnica da segunda purificagcdo, com fenantreno em
ambos, de Bacillus safensis.
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Anexo 151. Percentual de fluorescéncia da troca catidnica da 2° purificagao.

Cationica Cationica
COM fenantreno SEM fenantreno

Fracdo | 24hs | 72hs | Fracao | 24hs | 72hs | Fracdo | 24hs | 72hs | Fragdo | 24hs | 72hs

F1 3,22 0,00 F21 0,00 | 0,00 F1 6,04 6,30 F21 1,18 | 0,70

F2 1,29 5,52 F22 0,00 | 0,00 F2 3,98 3,98 F22 0,00 | 0,00

F3 11,00 | 21,88 F23 0,00 | 0,00 F3 3,91 5,07 F23 1,88 | 0,96

F4 0,00 4,68 F24 0,00 | 0,00 F4 2,88 2,82 F24 0,00 | 0,00

F5 0,00 5,92 F25 0,00 | 0,38 F5 3,51 3,72 F25 3,85 | 2,52

F6 0,69 4,21 F26 0,00 | 0,00 F6 2,24 2,39 F26 0,00 | 0,00

F7 0,40 2,79 F27 0,00 | 0,00 F7 3,49 3,87 F27 3,38 | 2,06

F8 0,60 2,24 F28 0,00 | 0,00 F8 2,85 3,59 F28 0,00 | 0,00

F9 0,350 | 1,18 F29 0,00 | 0,00 F9 5,22 5,73 F29 0,58 | 0,484

F10 6,89 | 10,98 F30 0,00 | 0,00 F10 4,74 5,01 F30 0,00 | 0,00

F11 12,95 | 17,52 F31 0,00 | 0,00 F11 6,36 6,69 F31 0,00 | 0,00

F12 15,35 | 20,44 F32 0,00 | 0,00 F12 4,21 5,84 F32 0,00 | 0,00

F13 9,91 13,07 F33 0,00 | 0,00 F13 517 5,38 F33 0,00 | 4,20

F14 12,44 | 15,56 F34 0,00 | 0,00 F14 7,56 7,53 F34 0,00 | 0,00

F15 10,34 | 11,69 F35 0,00 | 0,00 F15 8,25 7,99 F35 0,00 | 0,00

F16 0,00 1,26 F36 0,00 | 0,00 F16 0,00 0,00 F36 0,00 | 0,00

F17 0,00 9,14 F37 0,00 | 0,00 F17 1,47 5,04 F37 0,00 | 0,00

F18 0,00 0,00 F38 0,00 | 0,00 F18 0,00 0,00 F38 0,00 | 0,00

F19 0,00 0,00 F39 0,00 | 0,00 F19 6,98 6,89 F39 0,00 | 0,00

F20 0,00 0,00 F40 F20 0,00 F40 0,00 0,00
Ext. Ext.

16,62 6,26 15,07 | 21,12
Sol. Sol.
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Baciling safens/s RELKET (HGQE2538E6)
ao| Baciiius pumiis ATCC TOB1 ' (AYETE289)

Baciins pamins strain RRLKES (HGE25358)

Baciius satens/s FO-036h' (AF234854)
100

- CFA19
e

L CFADG

—1 L Racifius subbiisDSM10! (8276351

Baciline badine ATCC14574" (X77730)

Baciius simpex DS 32" (AJ439078)

00z

Paeddomonas stmer TA' (AF094748)

Anexo 152. Anadlise filogenética de isolados bacterianos, baseado em sequéncias do gene
ribossomal RNAr 16S. O dendograma apresenta a similaridade do micro-organismo CFA 06 com o
Bacillus safensis. Analise realizada no CPQBA sobre a responsabilidade da Profa. Valéria de

Oliveira Maia de Oliveira.

Bacifius safensis FO-033 (AY1ET868)
Bacilius safenais SAFM-0 (AY1ETETT
Bacilius safensis FO-036 (AY16T8ET)
Baclius safensis SAFM-0 (AY1ETET 3
Bacliius safensis SAFMN-0 (AY1RTET )
CFADG

100

100

100 | Baciiins safensis KL-052 (AY16TETE)

Baciilus safensis SAFM-0 (AY1BTETE)
CFA19

Baclilus purnilis ATCCTOE (AY167868)

o0 Bacifius puamiils SAFMN-02 (AY1678759)
100 |r Bacilius pumibis SAFN-03 (AY167ET4)
T2 L Baciiivs purmnibis SAFR-03 (AY1BT871)

0.03

Bacliius anthracls Pasteur (AF090333)

Anexo 153. Analise filogenética de isolados bacterianos, baseado em sequéncias do gene
conservado gyrB. O micro-organismo CFA 06 apresentou 100% de similaridade com o Bacillus
safensis. Andlise realizada no CPQBA sobre a responsabilidade da Profa. Valéria de Oliveira Maia

de Oliveira.
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File SearchReport Quantification Processing Workflow Editor Administration Tools Window Help

e i@

| Administration % amostra18.msf* x |

o SEQUEST i Mascot e ZCore . - 34 & &, =

Proteins | Peptides | Search Input | Result Filters | Peptide Confidence | Search Summary |

| Accession | coverage | =PSMs | =Peptides wAAs | MW([kDa] | cale.pl Score Description

T 38.84 % 507 12 224 24.0 9.79 1906.84 hypothetical protein BPUM_0538 [Bacillus pumilus SAFR-032]

™ gil57678792 621% 1 1 145 16.9 6.28 2242 transcriptional regulator [Bacillus pumilus SAFR-032]

[ gil57680260 3L11% 2 1 45 52 9.76 19.92 hypothetical protein BPUM_0717 [Bacillus pumilus SAFR-032]

[ gil57683125 14.45 % 3 1 173 204 8.88 13.10  hypothetical protein BPUM_3625 [Bacillus pumilus SAFR-032]

[~ | gi157681895 417 % 3 1 360 4.6 9.47 9.16 aminodeoxychorismate lyase [Bacillus pumilus SAFR-032]

[ gil57682761 573 % 1 1 454 487 777 4.84 MFSfamily major facilitator transporter [Bacillus pumilus SAFR-032]

™ | gil67012077 1121% 1 1 223 231 522 2.85 RecName: Full=Decxyribose-phosphate aldolase; Short=DERA; AltName: Full

™ gil57679699 1013 % 1 1 237 27.0 8.59 2.56 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase [Bacillus pumilus SAFR-032]
| [ gi157680821 570 % 1 1 386 4.9 9.85 2.35 possible competence protein [Bacillus pumilus SAFR-032]
[ git57683194 10.34 % 1 1 203 2339 6.65 2.31 possible TetR family transcriptional regulator [Bacillus pumilus SAFR-032]
| [ gi157es23aL 34.88 % 1 1 86 9.9 441 0.00 | hypothetical protein BPUM_2810 [Bacillus pumilus SAFR-032]

0 - e e g o = SEE
1 MEFKWFTVLSY SLTFVIMLSS IPASAASPRH GAIVTQTOEA KWSGISADIV LPKTATIKNG YADWYLGLGS AVIZSGISKT ASGYRVFLGS GSQGGSKYWN
101 SEYDSSINDG ARVNLELINN GDEIVSLYVN GILRYEQFIY KPSRLKNLOV VEMVHGVQRDN GINSYSQASF SNVQLRANTS GSVYRKWDGS LKSSLLRENL
‘201 ESGRARPKFT VISSVELSTS LS&Q

R

Anexo 154. Resultado da busca, em banco de dados, da andlise dos peptideos obtidos a partir da
fragao proteica da ativa, do Bacillus safensis, apresentando uma proteina sem fungdo conhecida.
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e Search Report Quantification Processing Workflow Editor Administration Tools Window Help

UK. 500 @ EEDDEE T . ¢ Gy SouEsT vt Gzoe A R AR G BB RBANG.

" Administration X | amostraZpumilus.msf* X | amostraZuniprot.msf X/’amostra!pumils.msf‘ x ‘

Proteins | Pepiides | Search Input | Result Filters | Peptice Confidence | Search Summary |

gi157682578
gil57680787

O 21 FESS 41 8t 6L 7 8t 81 )
2 hTNSN'I—ERNLT THQCVPVCDN QWSRTACHRC PTFLDDYHLI EKLAHFDRER IPERVVHARG ACAYCVFEVE NEMEKHTKAL FLSEDCEQTD VEVRFSTVIH
PKCEPETLAD PRCFAVEFYT EECNYDLVCN NLPIFFIRDA LEFPOMVHSL KPDPVTNIQD PDRYWDEMTL TPESTHMLIW LFSDECIPAN YAEMRCSCVH

‘-@I ‘ Acceszion i Coverage | =PSMs | = Peptides i # ALz | MW [kDa] | calc. pI \ Score '| Description
= 5377 % 1067 27 491 56.8 5,66 307505 catalase Katx2[Bacillus pumilus SAFR-032]
™ qil57680897 5340 % 162 26 470 495 5.03 481,63 dihydrolipoyl dehydrogenase [Bacillus pumius SAFR-032]
| gits7es2780 15.55 % 81 7 566 519 559 25137 acetolactate synthase [Bacillus pumilus SAFR-032]
I [~ gil66991514 19.22 % LE 7 515 56.3 5.38 226.74  RecName: Full=1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase; Short=PSC defydro.
™ qil57680088 1071% 40 2 224 240 979 91,00 hypothetical protein BPUM_0538 [Bacillus pumilus SAFR-32]
T gil66918817 7.63% 2 § 944 106.8 562 80.85 Rechame: Full=2-oxoglutarate dehydrogenaseEl component; Althiame: Ful=
| [T gil57683065 1674 % 2 6 478 54.6 544 46.54  beta-glucosidase [Bacillus pumilus SAFR-032]
™ qils7679771 5.64 % 7 3 887 101.2 529 19,75 alpha-mannosidase [Bacillus pumilus SARR032)
[ gits76szig4
| qil57680371
(L miavets 1 51 101 151 201 251 301 351 401 451 491
[T | gil57680590
| ™ qits7e81641 I ‘
| [T qil66990354
[ qits7E7eT2
iC
=
[T gils76s2104 201 TERVVNKYGE TEYVEYHWRP SEGIRNLSME EARETQANDF QHATROLYDR IENGNYPAWD LYVQLMELSD YDDLDYDFCD PTHTWSEEDY PLOKVGRMIL

[ gil66sED180 301 NRNPINFFAZ TZIQSAFTESA LUBGIZASED KLLQGRLESY POTORHRLGA NYMRIPVNCP YAPVENNQQD GFMTTTRPSG HINYEPNRYD DQERENEHYE

i St 401 ZSEZQVLEDDR MVRGHIEKPH DFKQAGEKYR SYSEEEKUAL IRNLTADLKD VNDHTELLAT CNFYRADEDY GORLADSLGY DIRSYLQGIM ¥

[~ qil57679856

| [ git57682651

Coverage: 5377% [ Inlcude Fitersd Out Peptides

Anexo 155. Resultado da busca, em banco de dados, de uma amostra do flow through da troca
catidnica de Bacillus safensis, revelando uma catalase.
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0 /O o HO\ ,/O
HO-C HO-C, oo =0 HOC, HQ
CHNH; CHNH,  HO™" GH™GH™ ™ HN-CH _ CHNH ”C\(j
H HaC NH, CHg LHCH;  HC™CH O uN
Gly Ala HaC H,C—CHg
Leu Val lle Pro
Os.OH OH
spony BB LM gm ey
N 2 ~, - U~ ~
o /© HO™™ “CH R R L N
2N, NH, OH O NH. Hz
Phe Ser Thr Cys Tyr
NH OH NH NH2
H2 h 2 2 H2 | 2
ot M HN. .C< .CH_OH  42C~5C 20 HO. .C. .CH _OH  HaC~g CH,-OH
HO™ \QH ~o-NHe ¢ e o CH ¢ ¢ (H) @ T i
NH. O o ™ o NH; OH o " 0 OH O
2
Asn Gin Asp Glu Thr
0 Q@ H
Q@ Hy Hp NH no Ho . 2
H2N\ H2N\ p /C\ /C\ C~ /S\
HO/C\CI)HC\C/C\N/C\NHZ HQC_CHQ /CHC/\ HO QH = NH HO QH (H;2 CHs
NH, P2 H,C—CH, OH NHy N=/ NH
Lys .
Arg His Met

Anexo 156. Estruturas dos aminodacidos e seus respectivos simbolos.
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