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RESUMO 

OBTENÇÃO DE INSETICIDAS E FUNGICIDAS A PARTIR DE Picramnia 
glazioviana E BAGAÇO DE LARANJAS PARA O CONTROLE DE FORMIGAS 
CORTADEIRAS. 
Devido nosso país ter dimensão continental e clima muito apropriado para prática de 

numerosas variedades de plantações, é necessário obter controle adequado das 

pragas que afligem as produções alimentícias. Uma das principais pragas agrícolas 

são os insetos, em especial formigas cortadeiras, que reduzem consideravelmente a 

produtividade e, portanto, competem com o homem com relação ao alimento. Sendo 

assim, este trabalho descreve o estudo dos extratos metanólico dos galhos e 

diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana, cujo o objetivo principal é 

controlar a atividade de formigas cortadeiras visando reduzir a sua ação como praga 

agrícola. Como metodologia para separação e caracterização dos compostos foram 

utilizadas técnicas de HPLC-DAD, CPC-DAD, RMN-1D e 2D, UPLC-HRMS. Além 

disso, testes de atividades inseticidas foram realizadas frente a formigas cortadeiras 

das espécies Atta e Acromyrmex e ensaios de inibição frente ao fungo simbionte 

Leucoagaricus gongylophorus. Os resultados demonstram atividades inseticidas e 

fungicida dos extratos brutos estudados, bem como a identificação de substâncias 

químicas já relatadas no gênero, como por exemplo, as antraquinonas Aloe-emodina 

e Crisofanol que em trabalhos no grupo de pesquisa já apresentaram atividades 

inseticidas. Além disso, um trabalho com Citrus, mais especificamente bagaço de 

laranja, foi realizado, onde complexos metálicos foram gerados com metabólitos 

químicos presentes no meio e atividades inseticidas e fungicidas foram testadas. 

Como resultados, houve a proposta de caracterização dos complexos por meio 

principalmente de análise no UPLC-HRMS, além disso, os complexos do metal 2 

apresentaram ação inseticida em formigas e inibição no seu fungo simbionte. Sendo 

assim, a aplicação de uma abordagem de separação (CPC) pouco utilizada no Brasil 

para extratos complexos, auxiliado pela resposta das atividades biológicas 

proeminentes geraram possibilidade de futuras aplicações dos resultados, como 

também oportunidades para novos trabalhos no grupo de pesquisa. Além disso, a 

complexação de substâncias de interesse advindas de extratos complexos em metais, 

geraram a redação de uma patente com os resultados obtidos, contribuindo assim 

para abordagens inovadoras na Química de Produtos Naturais.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Picramnia glazioviana; Cromatografia de Partição Centrífuga; 

Bagaço de Laranja; Complexos metálicos.  
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ABSTRACT 

OBTAINING INSECTICIDES AND FUNGICIDES FROM Picramnia Glazioviana 

AND ORANGE BAGASSE FOR THE CONTROL OF LEAF-CUTTIING ANT. 

Because our country has a continental dimension and a very suitable climate for 

practicing numerous varieties of crops, it is necessary to obtain adequate control of the 

pests that afflict food production. One of the main agricultural pests is insects, 

especially leaf-cutting ants, which greatly reduce productivity and thus compete with 

man for food. Thus, this work describes the study of the methanolic extracts of the 

branches and dichloromethane of leaves of Picramnia glazioviana, whose main 

objective is to control the activity of leaf cutting ants in order to reduce their action as 

agricultural pest. HPLC-DAD, CPC-DAD, NMR-1D and 2D, UPLC-HRMS techniques 

were used for the separation and characterization of the compounds. In addition, tests 

of insecticidal activities were carried out against cutter ants of the Atta and Acromyrmex 

species and inhibition tests against the symbiotic fungus Leucoagaricus 

gongylophorus. The results demonstrate insecticidal and fungicidal activities of the 

crude extracts studied, as well as the identification of chemical substances already 

reported in the genus, such as the anthraquinones Aloe-emodin and Chrysophanol, 

which have already shown insecticidal activity in the research group. In addition, a work 

with Citrus, more specifically orange bagasse, was carried out, where metallic 

complexes were generated with chemical metabolites present in the medium and 

insecticidal and fungicidal activities were tested. As results, there was the proposal of 

characterization of the complexes mainly through analysis in the UPLC-HRMS, in 

addition, the complexes of metal 2 presented insecticidal action on ants and inhibition 

in their symbiont fungus. Thus, the application of a separation approach (CPC) in Brazil 

for complex extracts, aided by the response of prominent biological activities, 

generated the possibility of future applications of the results, as well as opportunities 

for new work in the research group. In addition, the complexation of substances of 

interest from complex extracts in metals, led to the writing of a patent with the results 

obtained, thus contributing to innovative approaches in the Chemistry of Natural 

Products. 

 

KEYWORDS: Picramnia glazioviana; Centrifugal Partition Chromatography; Orange 

bagasse; Metallic complexes.. 
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APRESENTAÇÃO 

 

A redação desta dissertação foi dividida em dois capítulos, sendo que o 

primeiro trata-se da pesquisa inicialmente proposta no projeto de mestrado, o qual 

descreve o estudo fitoquímico preliminar dos extratos metanólico de galhos e 

diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana, com a caracterização de 

substâncias e ensaios preliminares de toxicidade frente às formigas Atta sexdens 

rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus. Já o capítulo 

seguinte, trata-se de um projeto que relata sínteses, caracterizações e ensaios 

biológicos de complexos metálicos, com dois metais M1 e M2, tendo como matriz o 

bagaço de laranja, o qual gerou a redação de patente. Portanto, alguns dados e 

resultados obtidos foram omitidos.  
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CAPÍTULO 1 

1.  – INTRODUÇÃO 

1.1 – Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus 

gongylophorus  

A tribo Atinni é constituída por 13 gêneros, onde as formigas cortadeiras 

dos gêneros Atta e Acromyrmex (FIGURA 01), que são conhecidas respectivamente 

como saúvas e quenquéns, estão presentes.1 As formigas são classificadas em 

espécies diferentes devido apresentarem divergências morfológicas, como pode ser 

visualizado na FIGURA 01.  

Estes seres vivos estão classificados dentro da família Formicidae, e 

vivem em relação simbiótica com o fungo Leucoagaricus gongylophorus, o qual é 

quem produz o alimento necessário para a manutenção do formigueiro através da 

degradação de matéria orgânica. 

 

FIGURA 01 - Formigas cortadeiras do gênero Atta e Acromyrmex. Disponível em: 

https://myrmexinfinitus.blogspot.com/2016/10/diferencaentre-atta-e-acromyrmex-depois.html 

 

Estes animais são considerados uma das principais ameaças à 

produção agrícola brasileira, principalmente em florestas implantadas de Pinus e 

Eucalyptus.2-4  

As formigas vivem em simbiose obrigatória com o fungo Leucoagaricus 

gongylophorus, sendo que, através de material vegetal que é utilizado como substrato 

pelo fungo, ocorre a produção de enzimas que reduzem polissacarídeos em açúcares 

menores que servem de alimento para as formigas e sua larva. Em troca do alimento 
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produzido, proteção e dispersão do fungo para novos ninhos, são fornecidos pelas 

formigas em relação mutualística complexa.5-8 

1.2 – Controle de formigas cortadeiras 

As formigas cortadeiras são consideradas pragas na agricultura, por 

isso, há uma busca constante por inseticidas para os seus controles, uma vez que 

eles precisam ter algumas características específicas, como por exemplo:   

➢ Apresentar baixa mortalidade nos primeiros dias, para que assim o 

princípio ativo contamine toda colônia; 

➢ É interessante que a mortalidade seja ocasionada por ingestão, pois 

estes insetos apresentam carapaça de quitina que forma uma barreira 

natural contra ataques externos, sendo assim, o princípio ativo pode 

estar em iscas; 

 

Baseado no exposto, o controle das formigas cortadeiras é comumente 

realizado por métodos químicos, mecânicos e biológicos, sendo que o primeiro é o 

mais utilizado, através de produtos organoclorados, que são aplicados diretamente 

nos ninhos em formas de líquidos termonebulizáveis, gases tóxicos, pós secos e iscas 

granuladas.9-11  

Vale salientar que muitos inseticidas sintéticos utilizados no controle das 

pragas geram problemas de contaminação ao meio ambiente, resistência e não 

seletividade para morte de insetos específicos, e com isso, gera-se a necessidade de 

uma busca por substâncias naturais com propriedades inseticidas para o controle de 

pragas sem danos ao homem e ao meio ambiente.12  

Além disso, atualmente uma alternativa utilizada para o controle das 

formigas cortadeiras consiste no combate e/ou inibição do fungo simbionte. Pois se o 

fungo morrer, consequentemente as formigas iriam morrer de fome, e com isso, há 

uma busca por substâncias que apresentem inibição ao fungo para assim produtos 

serem gerados no mercado. 

1.3 – Importância de produtos naturais e metabólitos secundários  

O Brasil apresenta uma extensa diversidade vegetal e animal, além de 

que, possui uma farmacopeia popular baseada em plantas medicinais, associada a 

diferentes locais do mundo.¹3-15  
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Através de conhecimentos repassados por gerações, a medicina popular 

busca tratar doenças através do consumo de ervas, frutos, raízes e cascas de árvores. 

Com isso, a fitoterapia surge derivando do grego phyton que significa “vegetal” e de 

therapeia, "tratamento", consistindo no uso interno ou externo de vegetais para o 

tratamento de doenças, sejam eles “in natura” ou sob a forma medicamentos.16-20  

Os vegetais produzem nutrientes e substâncias ativas para viver e se 

proteger, principalmente através de seu metabolismo secundário, substâncias estas, 

que apresentam ação farmacológica denominadas de princípios ativos.21  

Diante do exposto, muitos pesquisadores desenvolvem seus trabalhos 

buscando utilizar as substâncias ativas obtidas de plantas como protótipo para o 

desenvolvimento de novos fármacos e para o tratamento de doenças.22  

Sendo assim, devido a diversidade de vegetais em nosso planeta, há 

uma grande variedade de metabólitos secundários ativos, os quais são de suma 

importância para proporcionar melhor qualidade de vida aos seres humanos. 

 

1.4 – Ordem Picramniales  

A ordem Picramniales inclui apenas a pequena família neotropical 

Picramniaceae. Nas filogenias atuais (FIGURA 02) essa ordem emerge como grupo-

irmão do clado que contém a ordem Sapindales que é constituída por 15 famílias e 

outras três ordens, todas inseridas na superordem Rosanae/Malvidae.23-28  

Dentro dessa classificação, o grupo de produtos naturais da 

Universidade Federal de São Carlos-UFSCar, estuda principalmente 4 famílias 

pertencentes a estas ordens, e são: Rutaceae, Meliaceae, Simaroubaceae e 

Picramniaceae, onde já identificou e caracterizou diversas substâncias que 

apresentaram alguma atividade biológica. 
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FIGURA 02 - Filogenia de espécies vegetais. adaptado de APG III24 e APG IV25
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1.5 – Histórico de Picramniaceae e seus constituintes químicos  

Picramniaceae engloba cerca de 50 espécies distribuídas nas Américas, 

das quais aproximadamente 20 estão presentes no Brasil. A família é oriunda de uma 

nova classificação proposta por FERNANDO e QUINN em 1995.29 A mesma 

compreende três gêneros, sendo que dois deles Alvaradoa Liebm. e Picramnia Sw. 

pertenciam a família Simaroubaceae, e o terceiro, Nothotalisia, foi descrito 

recentemente por THOMAS 2014.30  

 Morfologicamente, Picramniaceae é caracterizada por serem arbustos 

ou árvores, com folhas compostas pinadas e sem estípulas, apresentam 

inflorescências terminais ou raramente caulifloras, flores pouco vistosas, 

unissexuadas e frutos do tipo baga.31,32  

A maioria das espécies de Picramnia do Brasil são arvoretas do interior 

de florestas úmidas, frequentemente conhecidas como cafezinho-do-mato ou café-de-

bugre.28  

Ao se tratar de metabólitos secundários, o gênero apresenta triterpenos, 

antraquinonas, oxantronas, esteroides, ácidos graxos e cumarinas, como visto na 

FIGURA 03 esqueletos básicos das classes.  

 

FIGURA 03 - Esqueletos básicos das substâncias presentes em Picramnia glazioviana. 
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Estas substâncias podem estar relacionadas com a utilização de 

Picramnia na medicina popular no combate à febre, sendo utilizada também como 

laxante, purgativo, emético e abortivo.33-41 

1.6 – Picramnia glazioviana  

A espécie Picramnia glazioviana predomina desde o sudeste da Bahia 

até Rio de Janeiro e São Paulo, podendo até ser encontrada no interior de Minas 

Gerais. A planta é popularmente conhecida como "café-bravo" e "cafezinho-do-mato", 

devido aos frutos carnosos avermelhados (FIGURA 04), os quais são muito 

apreciados por aves.28  

 

FIGURA 04 - Folhas e frutos de Picramnia Glazioviana. Disponível em: 

http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-

engl/ 

Morfologicamente, caracteriza-se por ser dioica, apresentando-se como 

pequenas arvoretas que habitam o interior da floresta. Suas inflorescências são 

racemos pendentes, tipicamente terminais, sendo as estaminadas maiores e mais 

ramificadas que as pistiladas.42  

Ao se tratar de estudo fitoquímico da espécie, ao realizar constantes 

buscas na literatura, pode-se encontrar disponível apenas um estudo realizado por 

VIEIRA (1995) 41, onde foram isolados e caracterizados do caule, cascas do caule e 

folhas substâncias pertencentes as classes de cumarinas, antraquinonas e esteroides.   

http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-engl/
http://www.ufjf.br/floraserranegra/herbario-virtual/angiospermas/picramniaceae/picramnia-glazioviana-engl/
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1.7 – Cromatografia de Partição Centrífuga  

 

A cromatografia por partição centrífuga – CPC (FIGURA 05) é uma 

técnica de separação líquido-líquido entre duas fases imiscíveis que permanecem em 

equilíbrio particionando os extratos através de força hidrostática criada por um campo 

centrífugo do rotor em uma coluna de um eixo.43,44,45 

 

FIGURA 05 -  Equipamento de Cromatografia de Partição Centrífuga-CPC. 

A coluna consiste em vários discos quase idênticos, que são montados 

um sobre o outro. Cada disco possui diversos canais conectadas por dutos estreitos 

(FIGURA 06), e são separados por uma placa de vedação. Através da união da última 

cela de um disco com a primeira cela do próximo disco há a formação da coluna 

centrífuga de um eixo.43 

 

FIGURA 06 - Estrutura da coluna do CPC. Adaptado de BOJCZUK (2017)43 

 

Ao se tratar de princípio de funcionamento a fase estacionária é 

imobilizada por uma forte força centrífuga dentro da coluna, enquanto a fase móvel é 

bombeada através da fase estacionária, permitindo um processo de separação em 

por afinidade contínua das substâncias entre as duas fases atuando principalmente 

de forma isocrática.43,45 
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O equipamento apresenta uma válvula que pode ser operada em duas 

formas, ascendente ou descendente, dependendo da densidade das fases utilizadas. 

O modo ascendente se caracteriza pela fase menos densa ser utilizada como fase 

móvel. Já no modo descendente a fase mais densa é usada como fase móvel.43 

Dentre as principais vantagens, a técnica de cromatografia de partição 

centrífuga oferece separações em larga escala, com até 100% de recuperação e 

100% de rendimento da amostra. Além disso, as amostras antes de serem injetadas 

precisam passar apenas por um pré tratamento mínimo para o isolamento de vários 

alvos em uma só etapa de separação.43-46 

Na literatura há uma diversidade de artigos científicos sobre a separação 

de compostos naturais usando CPC, como, por exemplo, NAM (2018)44; SANTOS 

(2018)45; KIM (2018)46, porém, poucos trabalhos realizados no Brasil.  

O grande número dos trabalhos para o isolamento e/ou purificação de 

matrizes naturais complexas se dão pelas várias vantagens proporcionadas pelo CPC. 
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2. – OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho consistiu em combater a atividade de 

formigas cortadeiras visando reduzir a sua ação como praga agrícola.  

Para isso, alguns objetivos específicos foram determinados. São eles: 

➢ Fracionar os extratos orgânicos ativos das plantas, visando o isolamento 

utilizando a Cromatografia de Partição Centrífuga-CPC 

➢ Caracterizar as moléculas responsáveis pelas atividades através do uso 

combinado de UPLC-MS/MS e RMN tendo como alvo a prática da química 

verde,   

➢ Determinar os efeitos tóxicos sobre formigas cortadeiras, seu fungo simbionte, 

leveduras presentes no formigueiro e efeito de inibição de enzimas de extratos 

orgânicos de plantas potencialmente tóxicas, de frações resultantes dos 

fracionamentos químicos destes extratos e dos compostos puros, isolados ou 

sintetizados com base nos resultados prévios, 
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3. – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1  – Materiais utilizados 

 

a) Material para cromatografia em camada delgada 

− Placas de CCD (MACHEREY-NAGEL) ALUGRAM® SIL G/UV254 für die DC 

− Placas de sílica C18 

b) Colunas cromatográficas: 

− Coluna analítica PHENOMENEX Gemini 150 x 4,6 mm (5 μm )   

c) Solventes: 

− Solventes destilados no departamento de química; 

− Solventes grau HPLC: Tedia, J.T. Baker, HoneyWell e Panreac®; 

− Solventes PA Panreac®, Synth, Vetex; 

− Solventes deuterados MERCK® e ALDRICH® (98,0 – 99,9 %), para a obtenção 

dos espectros de RMN; 

− Água purificada em aparelho Milli-Q; 

3.2  – Equipamentos 

 

a) Espectrômetro de RMN: 

− BRUKER AVANCETM III NanoBay 9,4T (400 MHz para RMN 1H e 100 MHZ 

para RMN 13C). 

b) Espectrômetros de Massas: 

− UPLC-HRMS (qTOF) da WATERS 

c) Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (HPLC): 

− Agilent Technologies modelo 1200 equipado com bomba quaternária 

G1311A, desgaseificador G1322A e detector UltraVioleta G1314B. 

Equipamento acoplado a uma interface G1369A, software EZChrom Ellite; 

− Agilent Technologies modelo 1260, equipado com bomba quaternária 

G1311C, degaseificador G1322A, amostrador automático G1329B e 
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detector UltraVioleta G1314B e compartimento termostatizado de coluna 

G1316A. Os cromatogramas foram registrados no software OpenLab. 

 

d) Balança analítica: 

− Shimadzu, modelo AY220; 

− Toledo, modelo 9094C/5; 

e) Centrífuga: 

− Eppendorf 5810 R; 

f) Filtro: 

- PTFE Millipore 0.20 μm. 

g) Cartuchos SPE C-18. 

 

3.3 – Análise e seleção dos extratos por CCD e RMN de 1H  

Os extratos metanólico de galhos e diclorometânico das folhas de 

Picramnia glazioviana foram selecionados após a realização de uma triagem em CCD 

com 21 extratos brutos presentes nos freezers do laboratório de produtos naturais, os 

quais já haviam passados por algum estudo fitoquímico preliminar por algum aluno do 

grupo; apresentaram ou não alguma atividade biológica preliminar ou até mesmo a 

pesquisa iniciou e por algum motivo foi abandonada sem resultados. Dessa forma, 

nos extratos brutos selecionados realizou-se RMN de ¹H para poder ter noção das 

possíveis classes de substâncias presentes. 

Na cromatografia de camada delgada utilizou-se como modo de eluição 

Hexano/Acetato (9:1; 8:2; 7:3; 6:4), Hexano/Acetato/Metanol (7:2:1 e 5:3:2). Como 

reveladores, utilizou-se lâmpada de luz ultravioleta (λ de 254 e 310 nm) e soluções de 

vanilina sulfúrica. 

3.4 – Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC)  

Os extratos brutos foram analisados em fase reversa em cromatografia 

líquida. As análises foram realizadas em uma coluna analítica PHENOMENEX Gemini 

150 x 4,6 mm (5 μm) com temperatura controlada de 25ºC. 

Primeiramente, pesou-se 26,1 mg do extrato CH2Cl2 e 25,8 mg do extrato 

MeOH, onde ambos foram solubilizados em metanol grau HPLC e submetidos a 

cartuchos SPE C-18 com 100% do solvente que estavam solubilizados, para retirar 
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interferentes que poderiam ficar retidos na coluna de fase reversa. Vale salientar que 

os cartuchos SPE foram previamente ativados com volume de três vezes superior ao 

seu volume morto.  

Após essa etapa, os extratos foram secos e pesados para determinar os 

rendimentos. Para o primeiro extrato apenas 2,5 mg restou após o pré-tratamento, já 

o segundo 22,3 mg foi recuperada após SPE, sendo que ambos foram ressuspensos 

em metanol na concentração de 1 mg/mL e submetido ao filtro PTFE de 0,22 μm. 

Como método, utilizou-se gradiente exploratório, com vazão de 1,0 

mL/min, volume de injeção de 20 μL, nos comprimentos de onda 254, 280, 310 nm, 

partindo-se de MeOH-H2O 1:19% para MeOH 100% em 30 min. A condição MeOH 

100% foi mantida por 10 min. Então, houve outra mudança na composição da fase 

móvel, passando-se para MeOH-H2O 1:19 em 5 min. Esta condição foi mantida por 

mais 10 min.  

Após a análise exploratória dos extratos, optou-se primeiramente 

continuar o estudo no extrato metanólico por ser melhor para se trabalhar no modo 

reverso, testando também realizar a análise com acetonitrila. Com isso, o método de 

análise foi otimizado juntamente com o volume de injeção e realizou-se um 

fracionamento em HPLC analítico com coletor automático. 

Com a otimização, ficou notório que ACN foi mais seletivo, ocasionando 

melhor resolução no cromatograma em comprimento de onda de 254 nm. 

Para coleta, 81,5 mg do extrato bruto foram pesados, solubilizado em 

metanol e submetidos a SPE após ativado. Em seguida, a solução foi seca e pesada, 

restando 65 mg do extrato, o qual foi ressuspendido em 4 mL de ACN/H2O na 

proporção 1:1. 

O método otimizado utilizado partiu de ACN-H2O 2:23% para ACN-H2O 

1:1% em 20 minutos, após 5 minutos a rampa chega em ACN 100%, a qual perdura 

por mais 5 minutos. Após esses 30 minutos, ocorre a mudança de composição de fase 

móvel, passando para ACN-H2O 2:23% em 3 minutos, a qual permanece por 8 

minutos condicionando a coluna para uma nova injeção. 

3.5 – Cromatografia de Partição Centrífuga (CPC)  

O equipamento de cromatografia de partição centrífuga (CPC) do 

laboratório de produtos naturais não é completo, possui apenas a coluna de fase 

estacionária de 1 litro da marca Armen. Sendo assim, foi necessário o acoplamento 
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em um HPLC-Shimadzu com detector UV-DAD, para o total funcionamento. Onde as 

bombas do HPLC e detector são utilizados e a coleta é realizada manualmente. 

Para a utilização da técnica foi necessário passar por um treinamento, 

onde foi gerado um passo a passo para melhor utilização, conservação e separação, 

conforme podemos ver na FIGURA 07. 

 

 

FIGURA 07: Esquema para utilização do CPC. 

Após o treinamento, foram estipulados seis passos para a utilização do 

equipamento do laboratório, onde a primeira etapa é uma das mais importantes para 

o sucesso na separação, uma vez que o loop de injeção é de 30 mL e suporta até 30 

gramas de extrato, além de que a coluna é de 1 litro de solvente e em uma análise 

cromatográfica a quantidade de solventes utilizados pode variar entre 6 a 12 litros. 

A etapa de escolha de solvente é realizada em bancada, podendo ser 

rápida ou até durar 90% do tempo da pesquisa, onde deve ocorrer uma seleção de 2 

ou mais solventes imiscíveis, onde serão colocados em tubos de ensaio com tampa, 

ou até mesmo tubos do tipo Falcon, serão agitados por 2 minutos para formação das 

fases e em seguida cerca de 20 ou mais mg de extrato bruto serão adicionados e 

agitado por mais 2 minutos, esperando a partição de forma homogênea em ambas 

fases.  

Para uma melhor análise da partição, é recomendado separar as fases 

superior e inferior formadas com extrato bruto em frascos para pesar e assim calcular 

o coeficiente de partição, bem como, realizar a análise das fases superior e inferior 
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em CCD, comparando com o extrato bruto e por fim realizar análise em HPLC das 

fases para assim realizar uma comparação mais eficiente das substâncias nas fases.  

As próximas etapas ocorrem no equipamento, sendo que o 

preenchimento da coluna é realizado com a injeção de fase estacionária para a coluna 

do equipamento com rotação de 500 rpm da coluna, já o equilíbrio ocorre com a 

mudança de fases de solvente e é realizado através da injeção de fase móvel e é 

acompanhada através da coleta em uma proveta com rotação acima de 1000 rpm da 

coluna, para assim saber quando as fases irão equilibrar através da formação de 2 

fases na proveta. Após equilibrar as fases, a análise (corrida) é realizada com a 

injeção de fase móvel por tempo, fluxo e rotação da coluna determinado pela pessoa 

responsável pela análise.   

Ao final do tempo estipulado na corrida, deve ocorrer a mudança de 

fases de solvente de móvel para estacionária para assim garantir que toda amostra 

será coletada. Esta etapa é conhecida com extrusão ou coleta de fase estacionária. 

No final da extrusão, a última etapa começa e é a injeção de 100% metanol na coluna, 

para assim conservar a mesma e evitar fungar. 

3.6 – Ensaios Biológicos  

  3.6.1 – Ensaios por ingestão com as operárias de Atta sexdens rubropilosa 

 
O ensaio frente as formigas cortadeiras da espécie Atta sexdens 

rubropilosa, foram realizados no Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) – 

UNESP – Rio Claro/SP (FIGURA 08) sob orientação do Prof. Dr. Odair Corrêa Bueno. 

 

FIGURA 08 - Vista geral do formigueiro de Atta sexdens mantido no laboratório do Centro de Estudos 

de Insetos Sociais (CEIS) – IBRC - UNESP. 
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Para a realização dos ensaios, 50 formigas foram retiradas 

aleatoriamente de formigueiros mantidos em laboratório, sendo distribuídas em 5 

placas de petri, contendo 10 formigas cada (FIGURA 09).  

   
FIGURA 09 - Operárias de Atta sexdens submetidas ao tratamento com o ingrediente ativo 

incorporado em dieta artificial. 

Para manutenção das formigas isoladas do formigueiro foi utilizada uma 

dieta sólida constituída por: 5,0% de glicose, 1,0% peptona bacteriológica, 0,1% de 

extrato de levedura e 1,5% de ágar bacteriológico e 100 mL de água destilada. Após 

serem misturados os constituintes, a dieta foi aquecida no forno de microondas por 4 

minutos, em seguida foi autoclavada à 120°C e 1 atm por 15 minutos. A dieta ainda 

líquida foi entornada em placas de petri de 10 cm de diâmetro, que após resfriamento 

e solidificação foram embrulhadas em papel filme e mantidas em geladeira, sendo 

utilizadas nos dias subsequentes durante o período do experimento. Para a realização 

do teste foi estipulado um período máximo de 25 dias.47 

Por fim, as placas foram colocadas em estufa com temperatura de 25 ± 

1 °C e umidade relativa acima de 70,0% e examinadas diariamente para retirada e 

anotação do número de formigas mortas. A análise estatística foi realizada através do 

teste não paramétrico log-rank (p<0,05), utilizando-se o software GraphPad, aplicativo 

Prisma 3.0. 

 

3.6.2 – Ensaio biológico com o fungo simbionte Leucoagaricus gongylophorus 
 

Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados no 

Laboratório de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de 

São Carlos (UFSCar) pela técnica Msc. Doraí Periotto Zandonai. 

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens 

rubropilosa e mantido em condições de laboratório por passagens mensais no meio 
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de cultura constituído por extrato de malte (20 g/L), peptona (5 g/L) extrato de levedura 

(2 g/L) e ágar (20 g/L). 

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram 

incorporadas ao meio de cultura e solubilizados em água destilada. Em seguida, em 

cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos 

de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram 

autoclavados nas condições 120°C, 1 atm por 20 minutos. Após a esterilização do 

material, os meios de cultura foram vertidos em placas de petri dentro da capela com 

fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Após a 

solidificação do meio de cultura, cada placa de petri foi inoculada na posição central 

com um disco de ágar de 8 mm de diâmetro, previamente colonizado pelo fungo 

simbionte L. gongylophorus.  

Os testes com as amostras foram preparados em quintuplicata, sendo 

que, o tempo de incubação foi de aproximadamente 30 dias, a 25°C (± 2), onde após 

isso foram realizados os cálculos das áreas do crescimento micelial do fungo 

simbionte em cada amostra. As porcentagens de inibição foram calculadas a partir da 

comparação da área do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a 

área do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado 

como 0% de inibição do fungo simbionte. 
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4.  – RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 – Análise dos extratos por CCD, RMN ¹H e separação no HPLC  

A partir da triagem de 21 extratos brutos (TABELA 01), com auxílio de 

cromatografia de camada delgada (FIGURA 10, apresentando 7 extratos brutos, 

sendo que o 1 é extrato diclorometânico das folhas e 7 o extrato metanólico dos galhos 

de Picramnia Glazioviana), os extratos brutos foram selecionados para o 

desenvolvimento do trabalho da dissertação de mestrado baseados na distribuição 

das substâncias em CCD de sílica C18 e sílica normal, visando selecionar extrato que 

apresentasse substâncias de média e alta polaridade. 

TABELA 01: Triagem dos extratos brutos do laboratório de produtos naturais 

EXTRATOS SOLVENTE PARTE DA PLANTA 

Picramnia riedelli METANOL GALHOS 

Picramnia riedelli masculino HEXANO GALHOS 

Picramnia riedelli masculino DICLORO GALHOS 

Picramnia riedelli masculino  METANOL GALHOS 

Picramnia riedelli masculino DICLORO FOLHAS 

Picramnia riedelli feminina METANOL FOLHAS 

Picramnia riedelli feminina ÉTER DE PETRÓLEO FOLHAS 

Picramnia glazioviana  METANOL GALHOS 

Picramnia glazioviana  DICLORO FOLHAS 

Picramnia parvifolia DICLORO CAULE 

Picramnia parvifolia METANOL FOLHAS 

Picramnia parvifolia METANOL CAULE 

Picramnia ciliata ETANOL GALHOS 

Picramnia ciliata ETANOL FOLHAS 

Picramnia sellowi ETANOL GALHOS 

Picramnia sellowi HEXANO GALHOS 

Picramnia orática ETANOL GALHOS 

Picramnia sp METANOL FOLHAS 

Toona ciliata HEXANO FOLHAS 

Toona ciliata METANOL FOLHAS 

Picramnia guilherminiana DICLORO FOLHAS 
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FIGURA 10 – Triagem dos extratos brutos através de CCD. Sendo que: A: 7 extratos brutos eluídos 

em CCD de sílica C18;  B: 7 extratos brutos eluídos em CCD de sílica C18 revelados em UV de λ 254 

nm;  

 

Após seleção dos extratos, ocorreu a análise em RMN de ¹H (FIGURAS 

11 e 12) para obter informações de possíveis classes de substâncias através dos 

deslocamentos químicos na região dos sinais e prótons aromáticos, como também na 

região de açúcares, que podem indicar compostos glicosilados e também 

deslocamentos acima de 10 ppm que podem ser referentes a aldeídos e ácidos 

carboxílicos. 

 

FIGURA 11 – RMN de 1H do extrato metanólico dos galhos em DMSO-d6 em equipamento de 9,4 

T. 
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FIGURA 12 – RMN de 1H do extrato diclorometânico das folhas em CDCL3 em equipamento de 9,4 

T. 

Nos espectros de RMN podemos notar deslocamentos químicos 

característicos de antraquinonas, cumarinas, triterpenos, ácidos carboxílicos e 

aldeídos. 

Por fim, ocorreu a análise de um gradiente exploratório dos extratos brutos 

em questão no HPLC analítico, conforme FIGURA 13, e posteriormente o método 

exploratório foi otimizado para o extrato metanólico dos galhos, devido os 

equipamentos do laboratório trabalharem com colunas de fase reversa, e assim um 

fracionamento foi realizado no equipamento. 

 

FIGURA 13 – Cromatogramas do gradiente exploratório dos extratos de Picramnia glazioviana. (a) 

Extrato diclorometânico de folhas; (b) Extrato metanólico de galhos. Sendo que ambos estão em 

comprimentos de onda de 254 nm e passaram pelo método descrito no item 3.4 da página 11. 
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Com o fracionamento realizado foram coletadas 19 frações, com 42 

repetições sucessivas. A TABELA 02, apresenta as massas obtidas das frações e 

posteriormente quais substâncias foram identificadas. 

TABELA 02 - Massa das frações obtidas do extrato metanólico dos galhos de Picramnia glazioviana 

no HPLC 

 

Das frações coletadas do extrato bruto metanólico dos galhos, através 

de RMN de 1H foi observado que apenas 3 substâncias apresentaram maior pureza e 

massa para análises de RMN e, dessa forma, foram caracterizadas comparando com 

dados da literatura. 

4.2 – Substâncias isoladas e identificadas no extrato metanólico dos 
galhos de Picramnia glazioviana 

Através da coleta realizada no HPLC analítico do extrato metanólico dos 

galhos de Picramnia glazioviana, três substâncias puderam ser identificadas por RMN 

e HRMS-MS/MS, onde o esqueleto base das estruturas pode ser visto na FIGURA 14 

abaixo.  

 

 

FIGURA 14 – Substâncias identificadas no extrato metanólico de galhos de Picramnia glazioviana. 
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4.2.1 – Caracterização da substância 1 (Aloe-emodina) 

A substância 1 (Aloe-Emodina) (FIGURA 15) foi caracterizada a partir da 

análise do espectro de RMN de 1H e 13C juntamente com a comparação destes dados 

com aqueles reportados na literatura.48 

 

FIGURA 15 - Substância aloe-emodina identificada no extrato metanólico de galhos de Picramnia 

glazioviana 

A análise do espectro de RMN de 1H de 1 (ANEXO 1) revelou a presença 

de cinco sinais de deslocamento químico na região de hidrogênios aromáticos e/ou 

olefínicos com padrões de substituição característico de antraquinonas, com os 

deslocamentos químicos de hidrogênio na região de δ 8,00 a δ 7,30, além de um sinal 

em δ 4,62 que integra para dois hidrogênios sugerindo assim a presença de 

hidrogênios oxi-metilênicos. 

No espectro de RMN de 13C de 1 (ANEXO 2) foi possível identificar 15 

carbonos, sendo eles cinco carbonos aromáticos ligados a hidrogênios, cinco 

carbonos aromáticos totalmente substituídos, dois carbonos aromáticos oxigenados e 

dois carbonos acílicos. 

A partir da análise dos desses dados (TABELA 03), juntamente com a 

comparação destes com aqueles descritos na literatura48, foi possível caracterizar 1 

como sendo aloe-emodina. 

A análise do espectro de massas para 1 (ANEXO 3) revelou que a partir 

do cálculo do erro 0,5 juntamente com a proposta de fragmentação (FIGURA 16) para 

essa substância foi determinado a fórmula molecular como sendo C15H10O5 a partir do 

íon precursor [M-H]- = 269,0450. 
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FIGURA 16 - Proposta de fragmentação de 1 (Aloe-emodina) por HRMS-MS/MS  

TABELA 03 - Dados de RMN de 1H e de 13C de 1 (Aloe-emodina) (DMSO-d6, 14,1 T). 

Posição δH de 1 
δH de Aloe-
emodin48 δC de 1 

δC de Aloe-
emodin48 

1 - - 161,9 161,5 

2 7,29 (d, 1,4 Hz) 7,30 (d, 1,7 Hz) 121,1 120,6 

3 - - 153,9 153,6 

4 7,69 (d, 1,5 Hz) 7,71 (d, 1,7 Hz) 117,4 117,0 

5 7,72 (dd, 1,2 e 7,5 Hz) 7,73 (dd, 1,2 e 7,6 Hz) 119,7 119,2 

6 7,80 (dd, 7,5 e 8,4Hz) 7,81 (dd, 7,6 e 8,3 Hz) 137,7 137,2 

7 7,37 (dd, 1,2 e 8,4 Hz) 7,38 (dd, 1,2 e 8,3 Hz) 124,8 124,2 

8 - - 161,6 161,2 

9 - - 191,9 191,5 

10 - - 181,9 181,4 

11 - - 133,6 133,3 

12 - - 116,2 116,8 

13 - - 114,8 114,4 

14 - - 133,4 133,1 

CH2OH 4,62 (sl, 3,4 Hz) 4,63 (sl)        62,4         62,0 
* - Ambos os dados de RMN de 1H e 13C estão no mesmo solvente 

A substância aloe-emodina já tem relatado na literatura grande potencial 

para aplicações biológicas, apresentando atividade inseticida, fungicida, mutagênica. 

 

4.2.2 – Caracterização da substância 2 (Crisofanol)  

A caracterização da substância 2 (FIGURA 17) deu-se a partir da análise 

dos espectros de RMN de 1H e de 13C, bem como da similaridade dos dados desta 

com aquelas já discutidas anteriormente para 1, além da comparação com aqueles já 

relatados na literatura.49 



24 
 

 

FIGURA 17 – Substância crisofanol identificada no extrato metanólico de galhos de Picramnia 

glazioviana. 

 

A partir da análise do espectro de RMN de 1H de 2 (ANEXO 4), 

evidenciou a presença da mesma quantidade de sinais de deslocamentos químicos 

na região de hidrogênios aromáticos, diferindo apenas no sinal do hidrogênio oxi-

metilênico, para um hidrogênio metílico. 

A presença de um grupo metílico também pode ser verificada pela 

ausência do sinal em δ 62,7 e o aparecimento de um sinal de δ 21,9 conforme 

observado no mapa de contornos HSQC (ANEXO 5). 

A análise do mapa de contornos HMBC (ANEXO 6) revelou a ligação do 

grupo metílico entre dois carbonos aromáticos (δ 149,8; 124,8 e 121,2) comprovando 

assim a proposta da posição deste grupo. 

Além disso, a análise do espectro de massas de alta resolução HRMS-

MS/MS (ANEXO 7) revelou a partir do cálculo do erro 1,58 ppm e da fórmula molecular 

que confirma a caracterização da substância como sendo crisofanol (2).  

 

4.2.3 – Caracterização da substância 3 (Crisofanol-8-glucoside) 

A caracterização da substância 3 (FIGURA 18) deu-se principalmente 

pela análise dos espectros de RMN de 1H, HSQC, HMBC, e de HRMS-MS/MS, assim 

como a partir da comparação destes dados com aqueles reportados na literatura.49 
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FIGURA 18 – Substância crisofanol-8-glucoside identificado no extrato metanólico de galhos de 

Picramnia glazioviana. 

 

A partir da análise do espectro de RMN de 1H (ANEXO 8) foi possível 

verificar o mesmo sistema de acoplamento observado para (2) e com isso foi possível 

sugerir uma substância muito similar ao crisofanol. Com o sinal do hidrogênio 

aromático em δ 7,87 enquanto para o crisofanol tem-se δ 7,37, evidenciou um efeito 

de desblindagem γ. 

Os sinais referentes à aglicona puderam ser melhor evidenciados 

quando analisado o mapa de contornos HSQC (ANEXO 9), quando pode-se 

determinar os carbonos desta unidade (δ 100,2; 73,0; 76,4; 69,3; 77,1 e 60,4), em 

consonância com aqueles descritos na  literatura.50 

A posição de ligação do glicosídeo com a unidade de crisofanol foi 

confirmada pela correlação chave do experimento de HMBC (ANEXO 10) entre o sinal 

do hidrogênio anomérico em δ 5,16 com o carbono em 158,3.  

A partir do espectro de massas do íon extraído 415,1027 [M-H]- teve sua 

fórmula calculada C21H20O9 sendo crisofanol-8-glucoside com um erro de 0,48 ppm 

(ANEXO 11). Pode-se confirmar a unidade de açúcar também pela perda desta 

quando observado o fragmento [M-Glu]- = 253 e a partir deste íon filho a perda de [M-

CO]- = 225, sendo uma perda característica na classe das antraquinonas. 

 

4.3 – Separação do extrato diclorometânico das folhas de Picramnia 

glazioviana utilizando o CPC  

Após realizar diversas tentativas de se encontrar um sistema de solvente 

ideal para separação dos extratos metanólico de galhos e diclorometânico das folhas 

de Picramnia glazioviana, dois sistemas foram selecionados, conforme FIGURA 19. 
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FIGURA 19 - CCD para escolha do sistema de solvente ideal para o CPC dos constituintes do extrato 

diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana eluídos em CCD de sílica normal com 

HEX/Acetato (7:3). Sendo que: E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior. 

Os sistemas de solventes foram analisados por CCD e HPLC (FIGURA 

20), e foi realizado o cálculo de distribuição para o extrato nas fases imiscíveis do 

sistema de solvente escolhido. 

 

FIGURA 20 - Escolha do sistema de solventes 2, baseado em CCD eluídos sílica normal com 

HEX/Acetato (7:3) e HPLC para a CPC dos constituintes do extrato diclorometânico das folhas de 

Picramnia glazioviana. Sendo que: E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior. 
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Após análise da separação acima, ocorreu somente a separação com o 

sistema de solvente 1 (FIGURA 21), onde em 30 mL do sistema de solvente tentou-

se solubilizar 3 gramas de extrato bruto, no entanto, apenas cerca de 1.1 grama de 

extrato diclorometânico das folhas foram solubilizados, ocorrendo assim o 

fracionamento, gerando 55 frações na análise (TABELA 04), as quais foram 

comparadas por CCD e RMN de 1H. Vale salientar que ocorreu a corrida 

cromatográfica com apenas 1 sistema de solvente devido o tempo curto que ainda 

restava de mestrado, bem como, a minha dificuldade para caracterização de algumas  

substâncias. 

A partir da análise das cromatoplacas da fase móvel reveladas com 

vanilina sulfúrica (FIGURA 21) foi possível verificar algumas classes de substâncias 

como antraquinonas, cumarinas e/ou fenilpropanoides e triterpenos. 

 

 

FIGURA 21 - Separação do extrato diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana 

acompanhado por CCD eluído em HEX/ACETATO (7:3), revelado em vanilina sulfúrica. Sendo que: 

E.B: Extrato bruto. F.S: Fase Superior. F.I: Fase Inferior. 
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TABELA 04 - Massas das frações obtidas na corrida do extrato diclorometânico das folhas de 

Picramnia glazioviana no CPC 

 

 

Além da coleta da fase móvel, ocorreu a coleta da fase estacionária com 

34 frações contabilizando 412,8mg de extrato, a qual foi acompanhada por CCD e 

RMN de 1H, comprovando a também separação, conforme FIGURA 22. 

 

FIGURA 22 - Separação da extrusão do extrato diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana 

acompanhado por CCD eluídos sílica normal com HEX/Acetato (7:3). (a) CCD sem revelação; (b) CCD 

revelada com vanilina sulfúrica.  
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Com isso, houve a seleção de algumas frações da corrida e da extrusão 

para a realização de CCD (FIGURA 23) e RMN de 1H, comprovando a separação das 

substâncias, bem como, seleção de algumas frações para trabalhos futuros. 

 

FIGURA 23 - Comparação através de CCD eluídos sílica normal com HEX/Acetato (7:3) da 

separação das fase móvel (corrida) e fase estacionária (extrusão) do extrato diclorometânico das folhas 

de Picramnia glazioviana, sendo que, do total analisado o primeiro refere-se ao extrato bruto, as 16 

frações seguintes a corrida e as 10 últimas a extrusão. (a) CCD sem revelação; (b) CCD revelada com 

vanilina sulfúrica. 

 

Sendo assim, a técnica de cromatografia de partição centrífuga pode ser 

eficiente em separação de extratos/substâncias em grande escala, bem como, 

apresenta um ótimo rendimento de recuperação de extrato comparadas com algumas 

técnicas de cromatografia mais tradicionais. 

 

4.3.1 – Análise das Frações da Separação da Fase Móvel por RMN de 1H 

(CORRIDA) 

Algumas frações resultantes do fracionamento por CPC da fase móvel 

foram selecionadas e analisadas por RMN de 1H. Sendo assim, os espectros de RMN 

1H das frações 3 e 5 oriundas do CPC (ANEXO 12 e ANEXO 13) apresentaram sinais 

semelhantes e característicos de antraquinonas já identificadas e relatadas 

anteriormente, com os deslocamentos químicos de hidrogênio na região de δ 8,00 a 

δ 7,30, além de sinais na região em torno de 6,30 e de δ 7.70 característicos de 

cumarinas, e outros sinais na região de hidrogênios alifáticos, característicos de 
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triterpenos (vários singletos na região δ 0,80 a δ 1,2), que já foram descritos para este 

gênero.51,52 

Os espectros das frações 9, 10, 15 (ANEXOS 14 a 16, respectivamente) 

da referida corrida, além de sinais característicos de clorofila singletos na região de δ 

10,92 (relativo a função aldeído) a δ 8,30 e δ 6,00 a δ 6,40, ambas as frações 

apresentam sinais de metilas e de hidrogênios metilênicos característicos de 

estruturas de triterpenos. Estas frações apresentam ainda sinais de deslocamentos 

químicos de hidrogênio idênticos da antraquinona já isolada (Crisofanol, discutido no 

item 4.2.1 e 4.2.2) diferindo apenas em relação ao efeito de blindagem do sinal de 

hidrogênio da posição 7, e a presença de sinais de hidrogênios nas regiões de δ 4,00 

e δ 5,10 que são características de antraquinonas mono e di-glicosiladas51,52. Estas 

frações apresentam também sinais característicos de hidrogênio quelados das 

antraquinonas na região acima de δ 11,0. 

A partir dos espectros de RMN de 1H das frações 20, 26 e 32 (ANEXOS 

17 a 19), verificou-se semelhanças com as frações 9, 10 e 15, porém aparecem alguns 

sinais de deslocamentos químicos de hidrogênio que poder-se-ia inferir pertencer a 

estruturas de triterpenos e a ausência δ característicos de antroquinonas na fração 

26. 

As frações 40 e 50 (ANEXOS 20 e 21), a partir do espectro de RMN de 

1H, indica a presença de clorofila na fração 40, como discutido nas frações anteriores 

e ambas apresentam sinais de deslocamento químicos majoritários característicos de 

triterpenos mais oxidados (vários singletos na região δ 0,80 a δ 1,2 e multipletos nas 

regiões de δ 2,2 a δ 2,6 e δ 4,1 a δ 4,8) corroborando com as informações que o grupo 

de pesquisa tem alcançado no isolamento de triterpenos.51,52 

 

4.3.2 – Análise das Frações da Separação da Fase Estacionária por RMN 

de 1H (EXTRUSÃO) 

A partir da análise dos espectros de RMN de 1H das frações da CPC da 

fase estacionária, algumas foram selecionadas para discussão quanto às classes de 

substâncias, sendo que as mesmas classes foram encontradas na CPC da fase 

móvel.  

Nas frações 12 e 15 provenientes da extrusão possuem 

majoritariamente sinais de deslocamentos químicos de triterpenos. Pode-se observar 

a partir da fração 12 e 15 (FIGURAS 24 e 25), 3 sinais em δ 3,3 e δ 3,7 que são 
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característicos de hidrogênios ligados a carbono carbinólicos, normalmente atribuídos 

à posição 3 de triterpenos e esteróides, e posição 4 dos triterpenos. Além disso, é 

evidente a presença de grupos olefínicos que possuem deslocamentos químicos em 

δ 5,32 e δ 5,39 característicos de olefinas entre os carbonos 11 e 13 de triterpenos. 

Enquanto, na região de deslocamento químico de hidrogênios ligados a carbonos sp3, 

é possível verificar a presença de grupos metílicos, através dos sinais de 

deslocamentos químicos na faixa de δ 0,70 e δ 1,20, além daqueles ligados a dupla 

ligação, entre δ 2,54 e δ 2,20. 

 

FIGURA 24 - Espectro de RMN de 1H da fração 15 da extrusão do CPC [(CD3)2CO, 9,4 T)] 

 

Assim, quando comparado o espectro de RMN da fração 15 com a fração 

12 (FIGURA 25), observou-se poucas diferenças, como mudanças no deslocamento 

químico de hidrogênios metilênicos, além de pequenas alterações nos deslocamentos 

dos sinais referentes às metilas.  



32 
 

 

FIGURA 25 - Espectro de RMN de 1H da fração 12 da extrusão do CPC [(CD3)2CO, 9,4 T)] 

A partir da análise dos sinais de RMN de 1H das frações 23 e 26 da 

extrusão, (FIGURA 26), verificou-se pequenas diferenças de deslocamento de sinais 

na região de hidrogênios alifáticos. Contudo, a comparação dos deslocamentos dos 

sinais na região de hidrogênios ligados a carbonos carbinólicos e/ou olefínicos foi 

evidente, conforme destacado na FIGURA 26. 
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FIGURA 26 - Comparação dos espectros de RMN de 1H das frações 23 e 26 da extrusão, 

respectivamente. 

Sendo assim, através da análise de RMN da separação obtida no CPC, 

podemos verificar frações que apresentam classes de substâncias bem distintas ao 

longo da corrida, e assim, a técnica de separação de CPC pode ser muito útil na 

separação de extratos brutos para conseguir frações enriquecidas e/ou substâncias 

puras de interesse.  

  

4.4 – Ensaios biológicos 

Os resultados obtidos com os extratos brutos de Picramnia glazioviana 

frente as formigas cortadeiras e o fungo simbionte revelam serem promissores para 

continuidade de trabalhos futuros e serão separados em dois subtópicos para melhor 

compreensão e entendimento. 

4.4.1 – Ensaio de toxicidade frente as formigas cortadeiras 

Ao analisar a FIGURA 27 e TABELA 05 pode-se observar a atividade 

dos extratos brutos frente as formigas. Os códigos PG231 e PG232 referem-se ao 
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extrato diclorometânico das folhas, e os códigos PG031 e PG032 referem-se ao 

extrato metanólico dos galhos. 

FIGURA 27 - Curvas de sobrevivência de operárias de Atta sexdens rubropilosa submetidas ao 

bioensaio de incorporação em dieta artificial com Picramnia glazioviana nas concentrações PG231 
0,003mg/mL, PG232 0,002mg/mL, PG031 0,003mg/mL e PG032 0,002mg/mL. 
 

 

TABELA 05 - Mortalidade acumulada e sobrevivência mediana (Md) de operárias de Atta sexdens 

rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporação em dieta artificial com Picramnia glazioviana nas 
concentrações PG231 0,003mg/mL, PG232 0,002mg/mL, PG031 0,003mg/mL e PG032 0,002mg/mL 

Tratamento 
% acumulada de mortalidade por dia 

Md * 
1 2 3 6 8 10 14 17 21 25 

Dieta Pura 0 0 0 2 4 10 16 20 26 32 25ª 

PG231 0,003mg/mL  0 0 8 18 34 66 94 96 100 100 10b 

PG232 0,002mg/mL 0 2 10 32 38 58 84 94 96 96 10b 

      PG031 0,003mg/mL 0 6 12 26 32 42 48 58 60 66 15b 

      PG032 0,002mg/mL 0 0 0 12 18 26 32 36 38 52 25b 

 
* Letras distintas em relação ao controle indicam diferença significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05). 

 

Através da análise da Tabela 5, fica notório que o extrato diclorometânico 

apresenta substância(s) naturais que são tóxicas as formigas, pois como inseticida 
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ideal, o efeito tem que ser retardado nos primeiros dias e ter alta mortalidade após 

uma semana, com isso, trabalhos futuros de biomonitoramento serão interessantes, 

para assim saber qual(is) metabólitos secundários apresenta(m) certa atividade, além 

de que, a atividade pode ser melhorada através da complexação com metais ou até 

mesmo nanoencapsulamento dos metabólitos ativos. 

 

4.4.2 – Ensaio de toxicidade frente ao fungo simbionte 

Após 30 dias de experimento, o extrato que melhor apresentou inibição 

foi o diclorometânico das folhas, com 53% e o extrato metanólico dos galhos com 41%. 

Baseado nos dados obtidos de inibição e/ou controle frente ao fungo Leucoagaricus 

gongylophorus com os extratos metanólico dos galhos e diclorometânico das folhas 

de Picramnia glazioviana, os mesmos não apresentaram significante inibição e com 

isso os dados foram plotados e do extrato diclorometânico das folhas são 

apresentados na FIGURA 28, devido apresentar melhor inibição entre os dois 

extratos. 

 

FIGURA 28 - Ensaio de inibição do extrato diclorometânico das folhas frente ao fungo simbionte 

Leucoagaricus gongylophorus após 30 dias de experimento. Sendo que, A: Inibição do extrato 
diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana; B: Controle. 

 

Sendo assim, ambos não são muito indicados ao combate do fungo 

simbionte da formiga. No entanto, pode ser interessante a realização de trabalho 

biomonitorado para saber qual(is) substância(s) apresenta(m) inibição, e assim, tentar 
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melhorar a atividade através de complexação com metais ou até mesmo através de 

processos sintéticos. 
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CAPÍTULO 2 

1. – INTRODUÇÃO 

1.1 – Bagaço de laranja  

A laranja (Citrus sinensis) é característica de clima subtropical, sendo 

que o Brasil é considerado o maior produtor mundial, juntamente com subprodutos 

industrializados, como por exemplo, sucos concentrados e polpas congeladas.53,54  Ao 

se tratar de composição química, o fruto apresenta substâncias como flavonóides, 

principalmente flavonóides polimetoxilados, carotenóides, terpenóides, e óleos voláteis.55  

Após a realização da extração do suco, um percentual grande de resíduo é 

gerado, o qual é denominado bagaço de laranja. Este produto gerado é constituído de 

casca, sementes e resíduos de membranas.56  

Devido à grande produção gerada de bagaço, algumas finalidades são 

direcionadas ao mesmo, destacando-se os “pellets de polpa cítrica”, para serem utilizados 

como ração animal,57 como também a fertilização de solos e produção de etanol 2G.58  

1.2 – Flavonóides e suas aplicações  

Os flavonóides estão divididos em nove subclasses, que são 

diferenciadas entre si por variações no arranjo estrutural e posições dos grupos 

funcionais em seu esqueleto básico (FIGURA 29). Essas substâncias agrupam mais 

de 10 mil estruturas já identificadas.59- 62  

 

FIGURA 29 – Esqueleto básico das classes de Flavonóides. Adaptado de COUTINHO (2009)62 
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O esqueleto base dos flavonóides é composto por dois anéis aromáticos, 

sendo que ocorre uma junção destes com três átomos de carbono, originando um 

sistema benzopirânico, o qual é a partir dele é iniciada a numeração dos carbonos e 

determinada a nomenclatura sistemática oficial IUPAC. Além disso, é comum ocorrer 

substituições por unidades glicosídicas nos esqueletos flavonoídicos, aumentando 

assim a diversidade de flavonóides existentes.63 

Ao se tratar de flavonóides em Citrus um trabalho realizado no grupo de 

produtos naturais na UFSCAR por BELETTE (2018)64 demonstrou formas de extração 

os principais flavonóides presentes nos frutos que colaboraram para o 

desenvolvimento desta pesquisa.  

Ao se tratar de aplicação, estes metabólitos secundários apresentam 

forte poder antioxidante, além de atividades antitumorais, anti-inflamatórias, antivirais 

e antimicrobianas comprovadas.65-67 

 

1.3 – Complexos metal-flavonóides  

Muitos trabalhos a partir dos anos 80 relatam que ao quelar um metal 

em uma substância orgânica, como por exemplo, flavonoides, é notório que suas 

atividades biológicas melhoram, ao serem comparadas com os metabólitos livres.68,69 

Diante disso, muitas pesquisas estão se desenvolvendo como objetivo 

principal de sintetizar complexos metálicos para melhores atividades objeto-alvo. 

Sendo assim, as indústrias químicas, agrícolas e principalmente farmacêuticas 

buscam produtos inovadores envolvendo produtos naturais complexados com 

metais.70 

Portanto, a utilização de complexos metálicos com substâncias ativas 

está sendo amplamente utilizados em diversas áreas, bem como, as atividades de 

interesse estão sendo potencializadas quando complexados a íons metálicos, 

justificando a utilização de complexos com íons metálicos como inseticidas na 

agricultura.71 

 

1.4 – Rutênio 

O rutênio é um metal raro, duro, brilhante, resistente à corrosão, de 

densidade (12,45 g cm-1) e ponto de fusão elevado. Possui configuração eletrônica 

[Kr] 4d75s1, sendo que na tabela periódica, localiza-se no bloco d, grupo 8, quinto 
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período, apresentando boa condutividade elétrica e excelentes propriedades 

catalíticas.72  

Os complexos mais comuns são em estado de oxidação +II e +III, com 

compostos hexacoordenados devido as configurações eletrônicas d6 e d5.73  

 

1.5 – Magnésio 

O magnésio pertence ao terceiro período e ao grupo dos alcalinos 

terrosos na representação periódica, apresentando distribuição eletrônica 1s2, 2s2, 

2p6, 3s2. Ao estarem em soluções aquosas, os cátions Mg2+ são coordenados com 

seis ligantes de maneira octaédrica ou tetracoordenado.74,75 

Os complexos de magnésio além de apresentarem diversas aplicações, 

apresentam baixa toxicidade ao ecossistema76, estão presentes em diversas funções 

e sistemas da vida, como, por exemplo, nas clorofilas77, interagem em sequências de 

nucleotídeos, onde podemos salientar o complexo MgATP2-, conhecido como 

“combustível da vida”, o qual possui papel catalítico na hidrólise do ATP em ADP.78-80 

Portanto, complexar íons de magnésio em uma substância ativa de 

interesse é de suma importância, pois pode melhorar significativamente a atividade, 

devido a ação de íons magnésio em sistemas biológicos.  

1.6 – Platina 

A platina é um elemento químico denso, maleável, dúctil, com pouca 

reatividade, com coloração prata branqueada, sendo considerada um metal de 

transição, de símbolo Pt, com número atômico 78, massa  igual a 

195,1 u. Os estados de oxidação mais comuns são o Pt+2 e Pt+4.81 

A platina é um metal nobre bastante escasso na crosta terrestre (5 ng/kg) 

que tem seu preço ligado não só à sua aparência e durabilidade, mas também à sua 

utilidade. Quando combinada, exibe vários estados de oxidação que vão de 0 a 6.82 

Como aplicação, complexos de platina são utilizados com fins 

terapêuticos, sendo o cis[(diaminodicloro)platina(II)], cis[Pt(NH3)2Cl2] um complexo 

muito importante de platina, o qual é comumente chamado de “cisplatina”. A cisplatina 

é um complexo com geometria quadrado plano, apresenta propriedades antitumorais 

e é atualmente muito utilizado contra o câncer de testículo e ovário. 81,82 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Densidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Maleabilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ductilidade
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prata_(cor)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metal_de_transi%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Metal_de_transi%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B3mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B3mica
https://www.infoescola.com/quimica/numero-de-oxidacao-nox/
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1.7 – Zinco 

O zinco é um elemento químico de símbolo Zn, número atômico 30 

com massa atómica 65, distribuição eletrônica 3d10 4s2. À temperatura ambiente, o 

zinco encontra-se no estado sólido, e seu estado de oxidação é 2+.  

O zinco é um dos elementos presentes no corpo humano, participando 

em enzimas envolvidas na síntese protéica. Este metal tem todos os orbitais d 

preenchidos, de forma que compostos de Zn(II), são diamagnéticos e em grande parte 

incolores. O zinco pode formar um grande número de complexos estáveis. Na 

literatura, os compostos encontrados são testados na maioria das vezes contra células 

tumorais.83,84 

 

1.8 – Cobre 

O cobre é um elemento químico de símbolo Cu, número atômico 29, 

de massa atómica 63,54u, com distribuição eletrônica 3d104s1 e estados de oxidação 

de 1+ e 2+.   

Cobre apresenta sua forma mais estável no estado de oxidação 2+, 

concedendo a possiblidade de gerar complexos com diversas geometrias, como 

tetraédrica, quadrática planar, piramidal de base quadrada, bipiramidal trigonal e 

também octaédrica, dependendo do ligante utilizado.85-87 Além da vasta aplicação 

industrial, este metal também desempenha papéis cruciais nos sistemas biológicos, 

devido as suas propriedades redox, as quais possibilitam se ligar reversivelmente ao 

oxigênio molecular, ativar oxigênio molecular e realizar transferência de elétrons, 

executando papéis semelhantes ao do ferro no organismo.86 

1.9 – Ferro 

O ferro é um elemento químico de símbolo Fe, número 

atômico 26, massa atômica 56 u, distribuição eletrônica 4s23d6, é o segundo metal 

mais abundante na crosta terrestre, perdendo somente para o alumínio.  

 Além de possuir influência em processos biológicos, ele é encontrado 

na maioria dos seres vivos, devido participar de variadas funções, como por exemplo, 

ser centro ativo da hemoglobina. 88 

Devido à importância deste metal e a sua presença natural no 

organismo, tem-se estudado também espécies contendo ferro como centro metálico, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B3mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3lido
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_de_oxida%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B3mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADmbolo_qu%C3%ADmico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_at%C3%B4mico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_at%C3%B4mica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Unidade_de_massa_at%C3%B4mica
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dentre os compostos de coordenação com finalidade biológica, tanto para tratamento 

de câncer, quanto para o tratamento da tuberculose.88,89 
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2. – OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho consistiu em sintetizar e caracterizar 

complexos do Metal1 e Metal2 com flavonóides presentes no bagaço de laranja, como 

também testar suas atividades frente as formigas cortadeiras e seu fungo simbionte 

Leucoagaricus gongylophorus visando reduzir a ação das formigas cortadeiras como 

praga agrícola e formação de recursos humanos.  

Para isso, alguns objetivos específicos foram determinados. São eles: 

➢ Síntese e caracterização dos complexos do Metal1 com o bagaço; 

➢ Síntese e caracterização dos complexos do Metal2 com o bagaço; 

➢ Investigar as atividades inseticidas e fungicidas frente as formigas cortadeiras 

das espécies Atta sexdens rubropilosa e seu fungo simbionte Leucoagaricus 

gongylophorus.
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3. – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1 – Materiais utilizados 

 

a) Solventes: 

− Solventes destilados no departamento de química; 

− Solventes grau HPLC: Tedia, J.T. Baker, HoneyWell e Panreac®; 

− Solventes PA Panreac®, Synth, Vetex; 

− Água purificada em aparelho Milli-Q; 

3.2 – Equipamentos 

 

a. Rotaevaporador Tecnal (TE 120) 

b. Rotaevaporador Buchi 461- water bath (EL 131) 

c. Balança analítica:  

− Shimadzu, modelo AY220; 

− Toledo, modelo 9094C/5; 

d. Centrífuga Eppendorf 5810 R 

e. Estufa com Circulação e Renovação de Ar: 

− Tecnal, modelo TE 394/3  

f. Moinho manual: 

− IKA, modelo A11B 

3.3 – Bagaço de laranja  

O material de estudo dessa etapa (bagaço), foi cedido por uma empresa 

de citricultura da região, pertencente ao grupo Cambuhy Citrus LTDA. Primeiramente, 

a biomassa foi separada em sacos plásticos e armazenadas em freezers das 

geladeiras do laboratório de produtos naturais da UFSCar em temperatura média de 

-18ºC.  

Para o preparo do material de partida, 7,560 Kg de bagaço foram secos 

em estufa em temperatura de 40ºC por 36 horas, sendo que foi necessário ao longo 
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do período ficar revirando o material para que o mesmo não fungasse até secar 

completamente. 

Após o tempo de secagem realizou-se um processo de moagem do 

bagaço em um moinho manual. Por fim, o produto foi pesado, resultando 1,774 Kg de 

bagaço, armazenados em sacos plásticos e armazenados no freezer em temperatura 

média de -18ºC. 

3.4 – Síntese dos complexos  

Em um sistema contendo um balão de três bocas com fundo redondo, 

acoplado a um condensador e a uma linha com gás nitrogênio, além de que um 

controlador de temperatura e um agitador magnético os novos complexos metálicos 

foram sintetizados.  

Os novos complexos do Metal1 foram sintetizados utilizando o complexo 

precursor Metal1 (FIGURA 30). Após a síntese do precursor utilizando 1,10-

fenantrolina (Phen), cloreto de lítio em DMF a 80oC por 8 horas é adicionado em 

solução etanólica (etanol/água – proporção 1:1) contendo o bagaço, em atmosfera de 

nitrogênio e previamente desprotonado com trietilamina (TEA). 

 

 

FIGURA 30 - Esquema da síntese dos complexos do Metal1. 
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Já os novos complexos com Metal2 foram sintetizados de duas 

formas(FIGURA 31). A primeira, ocorreu adição do sal do Metal2 seguida do ligante 

1,10-fenantrolina na solução metanólica com bagaço em atmosfera de nitrogênio e 

previamente desprotonado com trietilamina. Já a segunda síntese, diferenciou-se pelo 

fato que ocorreu a adição do sal do Metal2 seguida do ligante 1,10-fenantrolina em 

solução etanólica (etanol/água – proporção 1:1) contendo o bagaço em atmosfera de 

nitrogênio e previamente desprotonado com trietilamina (TEA). 

 

FIGURA 31 - Esquema da síntese dos complexos do Metal2. 

 

3.4.1 – Síntese do precursor do Metal1 

Em um sistema contendo um balão de três bocas com fundo redondo de 

50 mL, acoplado a um condensador, além de que um controlador de temperatura e 

um agitador magnético, adicionou-se 20 mL de N,N-dimetilformamida (DMF), 

deixando por vinte minutos sob agitação e desaeração em atmosfera de nitrogênio. 

Em seguida, adicionou-se 217 mg do sal de Metal1, 298 mg de 1,10 fenantrolina e 198 

mg de LiCl, sempre sob agitação, desaeração e aquecimento de aproximadamente 

50ºC. Após o início do refluxo, a reação permaneceu por oito horas com coloração 

roxa. Após o fim da reação, adicionou-se 200 mL de acetona gelada na solução e 

deixou-se durante a noite no congelador para que o precursor precipitasse. No dia 

seguinte, o precipitado preto gerado foi filtrado, lavado com cerca de 50 a 100 mL de 

água destilada (até que a coloração do líquido fique translucida) e após isso foi seco 

a vácuo.  
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3.4.2 – Síntese dos complexos com Metal1 

Em um sistema contendo um balão de três bocas com fundo redondo de 

50 mL, acoplado a um condensador, além de que um controlador de temperatura e 

um agitador magnético, adicionou-se 30 mL de solução etanólica (etanol/água – 

proporção 1:1), deixando por dez minutos sob agitação e desaeração em atmosfera 

de nitrogênio. Em seguida, adicionou-se 520 mg de bagaço,130 µL de trietilamina 

(TEA) para desprotonar as substâncias de interesse (flavonóides) e após dez minutos 

adicionou-se 100 mg do precursor sintetizado sempre sob agitação, desaeração e 

aquecimento de aproximadamente 50ºC. 

Com o início do refluxo, a reação permaneceu por oito horas com 

coloração roxo escuro. Após o fim da reação, a solução é filtrada para retirar o bagaço 

e no sobrenadante é adicionado 40 mg de NH4PF6. Esta solução ficou em repouso 

durante a noite no congelador para que ocorresse a precipitação. No dia seguinte, 

como não houve formação de precipitado, foi necessário rotaevaporar a solução até 

que restasse cerca de 10 mL, forçando assim a precipitação. Com isso, a solução 

permaneceu por mais uma noite no congelador e no dia seguinte o precipitado preto 

gerado foi filtrado e lavado com 30 mL de água e após isso seco a vácuo.  

3.4.3 – Síntese dos complexos com Metal2 em metanol 

Em um sistema contendo um balão de três bocas com fundo redondo de 

250 mL, acoplado a um condensador, um controlador de temperatura e um agitador 

magnético, adicionou-se 50 mL de metanol, deixando por dez minutos sob agitação e 

desaeração em atmosfera de nitrogênio. Em seguida, adicionou-se, sequencialmente, 

106,4 mg do sal Metal2, 91,7 mg de 1´10-fenantrolina, 1.603 mg bagaço e 500 µL de 

trietilamina (TEA) para desprotonar as substâncias de interesse (flavonóides) sempre 

sob agitação, desaeração e aquecimento de aproximadamente 50ºC. 

Após o início do refluxo, a síntese permaneceu por três horas com 

coloração amarelada. Com o fim da reação a solução foi filtrada para retirar o bagaço, 

e o remanescente foi centrifugado em eppendorfs para retirar completamente algum 

interferente. Por fim, o sobrenadante foi rotaevaporado até aproximadamente 5 mL e 

em seguida foi adicionada 15 mL de água gelada e a solução foi mantida em repouso 

no congelador por uma noite. Como não ocorreu precipitação, adicionou-se 40 mg de 

NH4PF6 e o precipitado bege formado foi filtrado e lavado com 30 mL de água gelada 

e seco a vácuo.  
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3.4.4 – Síntese dos complexos com Metal2 em etanol/água 

Em um sistema contendo um balão de três bocas com fundo redondo de 

250 mL, acoplado a um condensador, um controlador de temperatura e um agitador 

magnético, adicionou-se 50 mL de solução etanólica (etanol/água – proporção 1:1), 

deixando por dez minutos sob agitação e desaeração em atmosfera de nitrogênio. Em 

seguida, adicionou-se, respectivamente, 358 mg do sal de Metal2, 301 mg de 1´10-

fenantrolina, 1.974 mg bagaço e 550 µL de trietilamina (TEA) para desprotonar as 

substâncias de interesse (flavonóides) sempre sob agitação, desaeração e 

aquecimento de aproximadamente 50ºC. 

Após o início do refluxo, a síntese permaneceu por três horas com 

coloração caramelo, tendendo a alaranjado. Com o fim da reação a solução foi filtrada 

para retirar o bagaço, e o remanescente foi centrifugado em eppendorfs para retirar 

completamente algum interferente. Por fim, o sobrenadante foi rotaevaporado até 

aproximadamente 5 mL e em seguida foi adicionada 15 mL de água gelada e a 

solução foi mantida em repouso no congelador por uma noite. No dia seguinte, 

adicionou-se 40 mg de NH4PF6 e o precipitado alaranjado claro formado foi filtrado e 

lavado com 30 mL de água gelada e seco a vácuo.  

3.5 – Caracterização por infusão direta no UPLC-HRMS (qTOF) 

A caracterização foi realizada em um equipamento UPLC-HRMS (qTOF) 

da WATERS, sendo que 0,5 mg eram solubilizados em 2 mL de acetonitrila e injetados 

manualmente na fonte através de uma seringa de vidro. 

3.6 –  Espectros eletrônicos no ultravioleta-visível (UV-Vis) 

Os espectros de absorção eletrônica foram obtidos na região do 

ultravioleta-visível (UV-Vis) utilizando-se um espectrofotômetro AGILENT 8453, com 

celas de quartzo de caminho ótico de 1 cm. 

3.7 – Luminescência dos complexos. 

Os espectros de emissão foram obtidos utilizando-se um 

espectrofluorímetro Shimadzu Modelo RF-5301PC (lâmpada de alta pressão de 

xenônio de 150 W e uma fotomultiplicadora do tipo R928). 
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3.8 – Ensaios Biológicos  

3.8.1 – Testes “in vitro” de toxicidade dos complexos em operárias de 

Atta sexdens rubropilosa. 

As operárias de Atta sexdens rubropilosa, com massa corpórea variando 

de 15 a 25 mg, foram coletadas de formigueiros mantidos em laboratório no Centro 

de Estudos de Insetos Sociais - UNESP - Campus Rio Claro. Para a manutenção 

desses formigueiros, diariamente foram oferecidas folhas de Eucaliptus sp., flocos de 

aveia e, ocasionalmente, outras plantas palatáveis às saúvas como Hibiscus sp., 

Ligustrum sp., ou folhas e pétalas de roseiras. 

Para a manutenção das formigas isoladas do formigueiro, 

consequentemente na ausência do fungo simbionte e de folhas considerados seus 

alimentos, foi utilizada uma dieta artificial sólida, preparada com 5 g de glicose, 1 g de 

peptona bacteriológica, 0,1 g de extrato de levedura e 1,5 g de ágar bacteriológico, 

dissolvidos em 100 mL de água destilada. 

 Após a mistura das substâncias, a dieta foi levada ao forno de micro-

ondas para melhor solubilização dos ingredientes e, posteriormente auto clavada a 

120ºC e 1 atm por 15 minutos. Em seguida foi vertida ainda quente em placas de Petri 

de 10 cm de diâmetro, previamente esterilizadas em estufa a 180ºC e, após o 

resfriamento e a solidificação, foi embrulhada em filme de PVC e mantida em 

geladeira, sendo utilizada nos dias subsequentes, durante o período do experimento.37 

No bioensaio por ingestão foi utilizado apenas o controle da dieta 

artificial, cujo objetivo do controle é verificar a interferência do manuseio na 

sobrevivência das formigas. 

Os complexos foram incorporados na dieta utilizando o método dry-mix, 

que consiste em acrescentar o princípio ativo à glicose e aos demais ingredientes 

secos da dieta básica e, posteriormente, a água destilada. Neste caso, não é utilizado 

solvente. Os complexos foram incorporados na concentração de 25 mg/mL. 

Em todos os bioensaios as formigas foram retiradas dos formigueiros e 

distribuídas em lotes de 50 operárias para cada concentração testada, divididas em 

grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri de 10 cm de diâmetro forradas 

com papel filtro. Essas placas foram colocadas em estufa para B.O.D. com 

temperatura de 24ºC +/- 1ºC e umidade relativa acima de 70%. As placas foram 

examinadas diariamente para a retirada e anotação do número de formigas mortas, 

durante um período de 20 dias. 



49 
 

A dieta para manutenção das formigas (controle) ou dieta acrescida dos 

ingredientes ativos (tratamentos) foi colocada em papel alumínio na quantidade 

aproximada de 0,4 g a 0,5 g por placa. A cada 24 horas a dieta foi renovada e sempre 

que necessário, os papéis filtro (que geralmente são cortados pelas formigas) foram 

trocados a fim de se evitar o desenvolvimento de fungos contaminantes bem como 

manter o ambiente limpo para as formigas. 

Foi estipulado um período máximo de 20 dias para a realização dos 

experimentos de toxicidade, levando-se em conta o período normal de sobrevivência 

das formigas mantidas com dieta artificial.47  

A análise gráfica foi realizada através das determinações das 

porcentagens acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento. 

Posteriormente, o tempo de sobrevivência mediana foi determinado e as curvas de 

sobrevivência foram comparadas por meio do teste não paramétrico “log rank”, com 

nível de significância de 5%, utilizando-se o software Graph-Pad, aplicativo Prisma 

3.0. 

 

3.8.2 – Ensaio biológico com o fungo simbionte Leucoagaricus 
gongylophorus 

 
Os ensaios com o fungo simbionte L. gongylophorus foram realizados no 

Laboratório de Bioensaios do grupo de Produtos Naturais da Universidade Federal de 

São Carlos (UFSCar) pela técnica Msc. Doraí Periotto Zandonai. 

O fungo foi isolado de um ninho de formigas cortadeiras A. sexdens 

rubropilosa e mantido em condições de laboratório por passagens mensais no meio 

de cultura constituído por extrato de malte (20 g/L), peptona (5 g/L) extrato de levedura 

(2 g/L) e ágar (20 g/L). 

As amostras submetidas ao ensaio com o fungo simbionte foram 

incorporadas ao meio de cultura e solubilizadas em água destilada. Em seguida, em 

cada tubo de ensaio foram adicionados 10 mL de meio de cultura/extrato. Os tubos 

de ensaio com o meio de cultura/extrato e placas de Petri (80 X 15 mm) foram 

autoclavados nas condições 120°C, 1 atm por 20 minutos. Após a esterilização do 

material, os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri dentro da capela com 

fluxo laminar, previamente esterilizada durante 30 minutos por luz ultravioleta. Após a 

solidificação do meio de cultura, cada placa de Petri foi inoculada na posição central 
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com um disco de ágar de 8 mm de diâmetro, previamente colonizado pelo fungo 

simbionte L. gongylophorus.  

Os testes com as amostras foram preparados em quintuplicata, sendo 

que, o tempo de incubação foi de aproximadamente 30 dias, a 25°C (± 2), onde após 

isso foram realizados os cálculos das áreas do crescimento micelial do fungo 

simbionte em cada amostra. As porcentagens de inibição foram calculadas a partir da 

comparação da área do crescimento micelial do fungo simbionte dos controles com a 

área do crescimento micelial nas placas com amostra. O controle foi considerado 

como 0% de inibição do fungo simbionte. 
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4. – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados desta seção irão ser divididos em caracterização por 

técnicas de espectroscopia e atividades de bioensaio frente as formigas e seu fungo 

simbionte, para assim obtermos melhor entendimento e compreensão. 

4.1- Caracterização dos complexos 

4.1.1 - Caracterização dos complexos por UPLC-HRMS (qTOF) 

Por se tratar de mistura de substâncias químicas, a técnica mais 

apropriada para propor a estrutura dos complexos foi por meio da infusão direta no 

espectrômetro de massas de alta resolução no modo positivo, com fragmentações de 

íons selecionados sendo comparadas ao padrão isotópico predito, uma vez que já 

tinha um conhecimento de substâncias de interesse que poderiam complexar. Dessa 

forma, através do full scan dos complexos do Metal1 (ANEXO 22) foram caracterizados 

5 complexos com Metal1 (FIGURA 32) com substâncias de interesse, que eram 

flavonóides.  

 

FIGURA 32 - Propostas dos complexos com Metal1.  

As substâncias formadas apresentaram relação massa/carga (m/z) de 

717,2924 (C39H27N4O4M1, calculado 717.10758); 743,2249 (C41H29N4O4M1, calculado 

743.1232); 1041,2458 (C51H47N4O14M1, calculado 1041.21322); 1055,2615 
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(C52H49N4O14M1, calculado 1055.22887); 1071,2581 (C52H49N4O15M1, calculado 

1071.22379) correspondentes aos íons moleculares [M] +. Através da fragmentação 

por íon selecionado as propostas de estruturas se dão pelas FIGURAS 33 - 37.  

 

FIGURA 33 - Proposta de fragmentação do complexo 1 do metal1 

Através da FIGURA 33, pode-se notar a fragmentação da relação m/z 

717 [M]+, onde podemos propor a estrutura complexada de uma flavanona com o 

Metal1 e duas fenantrolina (Phen), pois ao adicionarmos energia para fragmentar, um 

íon de 463 foi formado, o qual pertence ao metal1 e duas phen, obtendo assim, a perda 

da flavanona. 

A FIGURA 34 retrata a proposta de fragmentação do complexo 2, cuja 

relação m/z é 743 [M]+, onde podemos propor a complexação de uma flavona com 

metal1 e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre a perda da flavona, 

gerando o fragmento 463 característico do metal1 ligado em duas phen. 
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FIGURA 34 - Proposta de fragmentação do complexo 2 metal1. 

A FIGURA 35 retrata a proposta do complexo 3 com relação m/z 1041 

[M]+, onde através da interpretação da análise, podemos propor a formação do 

complexo com um flavonóide naringina ligada ao metal1 e duas fenantrolinas. Ao 

ocorrer a fragmentação, primeiro ocorre a perda de glicose, formando um íon de pico 

molecular de m/z 733, e posterior ocorre outra fragmentação gerando o íon 463 

característico do metal1 ligado em duas phen.  

 

FIGURA 35 - Proposta de fragmentação do complexo 3 do metal1. 

Através da FIGURA 36 abaixo, o complexo 4 com relação m/z 1055 [M]+ 

é proposto com a ligação de um flavonóide didymina ou neoponcirina [(S)-5,7-

Dihydroxy-4′-methoxyflavanone-7-β-rutinoside, Isosakuranetin 7-O-rutinoside] ligada 
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ao metal1 e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre perda de glicose, 

obtendo-se o íon de relação m/z 747, que logo em seguida é fragmentado gerando o 

fragmento 463 característico do metal1 ligado em duas phen. 

 

FIGURA 36 - Proposta de fragmentação do complexo 4 do metal1. 

A FIGURA 37 retrata a proposta de fragmentação do complexo 5, cuja 

relação m/z é 1071 [M]+, onde podemos propor a complexação de um flavonóide 

hesperidina com metal1 e duas fenantrolinas. Ao fragmentar, primeiramente ocorre 

perda de glicose, obtendo-se o íon de pico m/z 763, que logo em seguida é 

fragmentado gerando o fragmento 463 característico do metal1 ligado em duas phen. 

 

FIGURA 37 - Proposta de fragmentação do complexo 5 do metal1. 
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Ao se tratar dos novos complexos com metal2, através da síntese via 

EtOH/H2O, foram caracterizados 4 complexos com flavonóides de interesse, como 

visto na FIGURA 38, onde algumas relações massa/carga vista no full scan (ANEXO 

23) estão sendo tratadas e confirmadas as propostas para a solicitação da patente. 

Sendo assim, as fragmentações e propostas dos outros complexos não serão 

demonstradas na dissertação. 

 

FIGURA 38 - Propostas dos complexos com Metal2. 

Por não haver a sintetização de precursores para o metal2, pode-se ter 

diversas formas de complexação de substâncias de interesse com o metal. Propostas 

estas que são ratificadas através da fragmentação do íon selecionado. 

Ao verificar os complexos propostos, há formação de compostos com 

duas fenantrolinas, o metal2 e um flavonoide naringina, como também ocorre a 

formação de complexos com dois flavonoides ligados ao metal e complexos com uma 

fenantrolina ligadas ao metal2  e flavonoides, como ocorre nos complexos  2 e 4. Vale 

salientar que todos os complexos gerados foram comparados com padrões isotópicos 

preditos. 
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Através da análise realizada com os complexos, podemos concluir que 

podemos obter complexos metálicos com flavonoides de maneira simples a partir do 

bagaço de laranja, sem a necessidade de separação e purificação do extrato bruto. 

Dessa forma, processos são simplificados e produtos de interesse são formados de 

forma mais rápida e com menores custos financeiros, gerando assim, novas 

oportunidades de pesquisa, extração, síntese e reaproveitamento de resíduos 

provenientes da indústria.  

4.1.2 - Caracterização dos complexos do metal1 por ultravioleta-visível 

(UV-Vis) 

Os espectros de absorção eletrônica de UV-vis da mistura dos 

complexos obtidos, bem como, do complexo precursor são mostrados na FIGURA 39. 

Ao comparar os espectros de UV-vis do precursor (obtido em CH2Cl2) e dos 

complexos do metal1 (obtido em ACN) podemos inferir a formação dos novos 

complexos, uma vez que ocorre o deslocamento da absorção máxima em 552 nm do 

precursor para a formação de uma banda larga com máximo ao redor de 483 nm nos 

complexos na região do visível. As análises foram realizadas em solventes diferentes 

devido a solubilidade dos complexos e precursor.  

 

FIGURA 39 - Comparação de absorção no UV-vis do precursor com os complexos do metal1 
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Vale salientar que mesmo as análises serem realizadas em solventes 

diferentes a formação dos complexos é atribuída pelo alargamento da banda 

comparada a absorção do precursor. 

4.1.3 - Propriedades luminescentes dos complexos do metal1 

Através de análises realizadas de luminescência no complexo do metal1, 

fica notório a complexação do metal com os flavonóides. Uma vez que, ao realizar 

extração das substâncias do bagaço de laranja, as mesmas emitem luminescência. 

Já ao realizar a luminescência dos complexos do metal1, os mesmos não apresentam 

emissão, conforme podemos ver na FIGURA 40. 

 

FIGURA 40 - Comparação dos espectros de emissão dos complexos do metal1 com o bagaço de 

laranja em EtOH-H2O com excitação entre 325 e 375 nm. 

Este efeito de ausência de luminescência nos novos complexos ocorre 

devido as ligações do metal1 com os átomos de oxigênio do flavonóide, que antes 

estavam livres na solução do bagaço de laranja. 
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4.2- Bioensaios 

Os resultados obtidos frente as formigas cortadeiras e seu fungo 

simbionte são promissores, uma vez que a atividade de inibição é alta e assemelha-

se a inseticidas comerciais conforme vistos em trabalhos anteriores de alunos que já 

passaram no departamento de Química, como por exemplo, tese de OLIVEIRA 

(2012)90. Sendo assim, os resultados estão em forma de gráficos e tabelas para 

melhor compreensão. 

4.2.1 Toxicidade para operárias de Atta sexdens rubropilosa  

 O resultado obtido do bioensaio está apresentado através das análises gráficas 

das curvas de sobrevivência e da tabela que resume as porcentagens acumuladas de 

mortalidade diária, o tempo de sobrevivência mediana (S50 = Md), conforme FIGURA 

41 e TABELA 06.   

 

FIGURA 41 - Curvas de sobrevivência de operárias Atta sexdens rubropilosa submetidas ao 

bioensaio de incorporação em dieta artificial com os complexos na concentração de 25 mg/mL.  
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TABELA 06 - Mortalidade acumulada e sobrevivência mediana (Md) de operárias Atta sexdens 

rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporação em dieta artificial com os Complexos na 
concentração de 25mg/mL. 

Tratamento 
% acumulada de mortalidade por dia 

Md * 
1 2 3 6 8 10 12 14 18 20 

Dieta Pura 0 2 8 12 14 16 22 22 24 30 >25ª 

Complexo Metal1  0 10 22 56 58 60 64 66 70 70 5.5b 

Complexo Metal2 EtOH-H2O 0 10 38 90 100 100 100 100 100 100 4b 

Complexo Metal2  MeOH  0 18 46 96 100 100 100 100 100 100 4b 

 
 
* Letras distintas em relação ao controle indicam diferença significativa de acordo com o teste “log rank” (p< 0,05). 
 

Como pode ser observado na TABELA 06, os complexos do metal1 

chegaram apresentar 70% de mortalidade em 18 dias, o que justifica a não 

utilização dos mesmos como inseticidas para o combate a formigas cortadeiras, 

uma vez que, inseticidas devem apresentar mortalidade de no mínimo 90% até o 

10º dia. Com isso, seria interessante em trabalhos futuros testar atividade em 

outros alvos, pois complexos do metal1 são amplamente utilizados na área médica, 

até mesmo pelo fato do metal1 apresentar um preço alto para utilização na 

agricultura. 

Por outro lado, os complexos de metal2 apresentaram excelente 

atividade inseticida, com pouca mortalidade nos dois primeiros dias e 100% de 

mortalidade até o oitavo dia, assemelhando até o modo de controle do inseticida 

comercial sulfuramida, como visto no trabalho de OLIVEIRA (2012)90. Dessa forma, 

os complexos de metal2 precisam continuar sendo estudados, para saber a 

toxicidade frente ao solo, água e até mesmo outros animais. 

   

4.2.2 Toxicidade para fungo Leucoagaricus gongylophorus  

Através da análise dos dados de inibição obtidos frente ao fungo L. 

gongylophorus com os complexos do metal1 e seu precursor, os mesmos não 

apresentaram significante atividade como pode-se observar na TABELA 07. 
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TABELA 07 - Médias das áreas do crescimento micelial e porcentagem de inibição do complexo do 

metal1 frente ao crescimento do fungo Leucoagaricus gongylophorus após 30 dias do experimento 

 
Ensaio 

Área dos complexos 
do Metal1 

Área do precursor do 
Metal1  

Área do controle 
Metanol (500 µL) 

1 9,18 9,84 11,33 

2 9,07 8,97 12,06 

3 6,42 8,97 11,33 

4 - 9,07 12,06 

5 - 9,29 12,06 

Média 8,22 9,23 11,77 

SD 1,56 0,36 0,40 

RSD 19,01 3,96 3,38 

Inibição 30% 22% - 

*Controles, 100% Metanol_500 µL; SD = Desvio Padrão; RSD = Desvio Padrão Relativo 

 

Como pode ser observado em 30 dias de experimento, os complexos do 

metal1 apresentaram 30% de inibição, um pouco mais do que seu precursor e com 

isso, não são indicados ao controle do fungo simbionte da formiga. Sendo assim, é 

necessário a realização de ensaios biológicos frente a outros problemas, 

principalmente na área medicinal. 

Por outro lado, ao comparar os resultados de inibição obtidos com os 

complexos do metal2 (FIGURA 42) tanto da síntese em metanol, quanto em 

etanol/água, a inibição foi de 100% frente ao fungo em 7 dias de experimento quando 

comparadas ao controle. 

 

FIGURA 42 - Inibição dos complexos do metal2 frente ao fungo simbionte da formiga com 7 dias de 

experimento. (A) Inibição dos complexos via de síntese em EtOH/H2O; (B) Controle. 
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A FIGURA 42 na parte “A” demonstra como ficaram as placas após 7 

dias de experimento, sendo visível a morte do fundo na parte central, pois o controle 

(parte “B”) é notório o desenvolvimento do fungo no período citado. 

Este resultado é de suma importância, uma vez que os complexos ao 

apresentarem inibição frente ao fungo e formigas, portanto, produtos podem ser 

gerados no mercado como forma de fungicida e/ou inseticida. 
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5. – CONCLUSÕES 

 

O estudo fitoquímico realizado frente aos extratos metanólico dos galhos 

e diclorometânico das folhas de Picramnia glazioviana possibilitou  o isolamento e 

identificação de substâncias já conhecidas no gênero e espécie, como crisofanol e 

aloe-emodina, as quais podem ser as possíveis responsáveis pela atividade inseticida 

apresentada, de acordo com os dados já obtidos em trabalhos do grupo de pesquisa, 

como, por exemplo, KITAMURA (2012).51  

O trabalho trouxe a separação de extratos brutos complexos com a 

utilização de uma técnica pouco utilizada no Brasil, que é a cromatografia de partição 

centrífuga-CPC, a qual pode se tornar um aliado na separação de extratos brutos, 

pelo fato de trabalhar apenas com solventes, apresentar alto índice de recuperação 

de amostra e obter separação em larga escala.  

Os resultados com os novos complexos metálicos advindos de 

substâncias presentes no bagaço de laranja são promissores, tanto pelo fato de não 

haver relatos na literatura da maneira como ocorreu o processo geral da síntese, 

quanto pelo fato da formação de novos complexos com substâncias de interesse 

(flavonóides uma classe de metabólitos com atividades biológicas comprovadas), 

apresentando atividade inseticida e fungicida. 

Os complexos com Metal2 apresentaram inibição frente ao fungo 

Leucoagaricus gongylophorus e ação inseticida frente a formigas cortadeiras, Atta 

sexdens rupropilosa, gerando a redação de uma patente. 

Portanto, a aplicação de uma abordagem de separação (CPC) pouco 

utilizada no Brasil para extratos complexos, auxiliado pela resposta das atividades 

biológicas proeminentes geraram possibilidade de futuras aplicações dos resultados, 

como também oportunidades para novos trabalhos no grupo de pesquisa. Além disso, 

a complexação de substâncias de interesse advindas de extratos complexos em 

metais, geraram a redação de uma patente com os resultados obtidos, contribuindo 

assim para abordagens inovadoras na Química de Produtos Naturais.  

.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1 - Espectro de RMN de 1H de 1 (Aloe-emodina) (DMSO-d6, 14,1T).

 
 

Anexo 2 - Espectro de RMN de 13C de 1(Aloe-emodina) (DMSO-d6, 14,1 T). 
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Anexo 3 - Espectro de HRMS-MS/MS (íon precursor, 269,0450) no modo negativo de 1 (Aloe-

emodina) 

 
 

Anexo 4 - Espectro de RMN de 1H de 2 (Crisofanol) (DMSO-d6, 14,1 T). 
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Anexo 5 - Mapa de contornos HSQC de 2 (Crisofanol) (DMSO-d6, 14,1 T) 

 

 

 



74 
 

Anexo 6 - Mapa de contornos HMBC de 2 (Crisofanol) (DMSO-d6, 14,1 T) 

 

 

Anexo 7 - Espectro de HRMS-MS/MS (íon precursor, 253,0505) no modo negativo de 2 (Crisofanol) 
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Anexo 8 - Espectro de RMN de 1H de 3 (Crisofanol-8-glucoside) (DMSO-d6, 14,1 T) 

 
 

Anexo 9 - Mapa de contornos HSQC de 3 (Crisofanol-8-glucoside) (DMSO-d6, 14,1 T) 
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Anexo 10 - Mapa de contornos HMBC de 3 (Crisofanol-8-glucoside) (DMSO-d6, 14,1 T) 

 
 

 

Anexo 11 - Espectro de HRMS-MS/MS (íon precursor, 415,1027) no modo negativo de 3 

(Crisofanol-8-glucoside) 
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Anexo 12 - Espectro de RMN de 1H da posição 3 - Corrida 

 

 

Anexo 13 - Espectro de RMN de 1H da posição 5 – Corrida 

 



78 
 

Anexo 14 - Espectro de RMN de 1H da posição 9 - Corrida 

 

 

Anexo 15 - Espectro de RMN de 1H da posição 10 – Corrida 
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Anexo 16 - Espectro de RMN de 1H da posição 15 – Corrida 

 

 

Anexo 17 - Espectro de RMN de 1H da posição 20 – Corrida 
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Anexo 18 - Espectro de RMN de 1H da posição 26 – Corrida 

 

 

Anexo 19 - Espectro de RMN de 1H da posição 32 – Corrida 

 



81 
 

Anexo 20 - Espectro de RMN de 1H da posição 40 – Corrida 

 

 

Anexo 21 - Espectro de RMN de 1H da posição 50 – Corrida 
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Anexo 22 – Full scan dos complexos do metal1 no modo positivo 

 

Anexo 23 – Full scan dos complexos do metal2 via síntese EtOH/H2O no modo positivo 

 


