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RESUMO 
 
Tendo em vista o pequeno acervo de padrões de referência disponíveis para uso no controle 
de qualidade de fitoterápicos preparados a partir de espécies nativas brasileiras, este trabalho 
tem como objetivos preparar e caracterizar padrões de alta pureza de casearinas a partir de 
Casearia sylvestris, uma planta nativa da flora brasileira, que há muito tempo vem sendo 
usada pela população. A estratégia utilizada para o isolamento das casearinas consistiu no 
fracionamento do extrato etanólico das folhas por extração em fase sólida utilizando sílica e 
carvão ativo, cromatografia em coluna em fase normal, além de desenvolvimento de método 
em CLAE preparativo em fase reversa no modo isocrático e reciclante. Para as análises por 
CLAE preparativo no modo isocrático, inicialmente, alguns parâmetros como resolução, carga 
e volume de injeção foram otimizados em coluna analítica e posteriormente foi feita a 
transferência de escala para coluna preparativa utilizando fator de escalonamento de 21,2. A 
transferência foi adequada, resultando no isolamento de 10,5 mg da casearina J, 30,0 mg da 
casearina X e 3,0 mg da casearina Z. Em modo reciclante, foram isolados 60,0 mg da 
caseargrewiina F. As análises de pureza dessas substâncias foram feitas através de CLAE-
DAD, calculando-se primeiramente a pureza de pico, que foi de 100% para as três casearinas 
analisadas e, posteriormente, a pureza cromatográfica, pelo método de normalização de área, 
sendo de 85,5, 97,2, e 98,6% para as casearinas J, X e caseargrewiina F, respectivamente. As 
análises por CLAE-DAD-EM foram importantes para confirmar o resultado de pureza de 
pico, assim como para obter os dados de massas dos contaminantes presentes nessas amostras. 
O grau de pureza por DSC não pôde ser obtido, devido à ausência do pico referente à fusão 
das casearinas, inferindo que as substâncias sejam amorfas. A partir das curvas 
TG/DTG/DTA foi possível sugerir a ausência de impurezas voláteis, umidade e cinzas. A 
análise por RMN de 1H e 13C possibilitou a identificação das casearinas, assim como a 
detecção de sinais referentes às impurezas. Assim, a aplicação em conjunto das diferentes 
técnicas (CLAE-DAD, CLAE-EM, RMN e métodos térmicos) é a melhor estratégia para a 
caracterização de padrões de alta pureza de casearinas para o uso em controle de qualidade 
e/ou testes biológicos. 
 

Palavras-chave: Padrões de referência. Casearia sylvestris. Diterpenos clerodânicos. 
Casearinas. Determinação de pureza. 
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ABSTRACT 

 
Taking into account the few library of reference standards available for the use in quality 
control of phytotherapic agents from Brazilian native species, the aim of this work was to 
prepare and characterize high purity standards of casearins from Casearia sylvestris, a native 
plant of the Brazilian flora that has been used traditionally by population for a long time as 
remedy. The strategy to isolate the casearins was to fraction at the ethanolic extract from 
leaves by solid phase extraction using silica and active charcoal, column chromatography 
(normal phase) and, additionally, the method development in preparative HPLC (reverse 
phase) using isocratic e recycling mode. For the analyses by preparative HPLC using isocratic 
mode, firstly of all some parameters like resolution, amount of sample and volume injection 
were optimized in analytical column and then the scale-up to preparative column was carried 
out using a scale factor of 21.2. The scale-up was appropriate, leading to the isolation of 10.5 
mg of the casearin J, 30.0 mg of the casearin X and 3.0 mg of the casearin Z. In recycling 
mode, 60.0 mg of the caseargrewiin F were isolated. The purity analyses of these substances 
were carried out by HPLC-DAD, firstly measuring the peak purity, wich was 100.0% for the 
three analyzed casearins, and then, the chromatographic purity, by the area normalization 
method, wich was 85.5, 97.2 and 98.6% for the casearins J, X and caseargrewiin F, 
respectively. The HPLC-DAD-MS analyses were important to confirm the peak purity results 
as well as to obtain the mass data of contaminants wich are usually present in these samples. 
The measurement of the purity degree by DSC method was not possible due to the absence of 
fusion peak, thus it suggests an amorphous state for these substances. From the 
TG/DTG/DTA curves, it was possible to suggest the absence of volatile impurities, moisture 
and ash. The 1H and 13C NMR analyses enabled the identification of casearins and the 
detection of the signals of impurities. Thus, the application of different techniques jointly, 
(HPLC-DAD, LC-MS, NMR and thermal methods) was found to be the best strategy to 
characterize high purity standards of casearins aiming its use in quality control and/or 
biological tests. 
 
Key-words: Reference standards. Casearia sylvestris. Clerodane diterpenos. Casearins, purity 
determination. 
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PIB - Produto Interno Bruto 
piridina-d5 - piridina deuterada 
PNPMF - Programa Nacional de Plantas Medicinal e Fitoterápico 
PPI - Índice de pureza de pico 
PPM - Índice de similaridade do pico 
q - quadrupleto 
RDC - Resolução de Diretoria Colegiada 
RE - Resolução 
RENISUS - Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde 
RMN - Ressonância Magnética Nuclear 
s- singleto 
SUS - Sistema Único de Saúde 
t - tripleto 
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TG - Termogravimetria 
USP-NF - United States Pharmacopeia- National Formulary 
UV - Ultravioleta 
WHO - World Helth Organization 
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LISTA DE SÍMBOLOS 

 

[α]D - rotação ótica específica 
Ton set – temperatura inicial do pico 
Tg – Temperatura de transição vítrea 
Tg médio - Temperatura de transição vítrea média 
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1. Introdução 

 

 As plantas medicinais são usadas há muitos anos para tratar uma grande variedade de 

doenças. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o uso de fitoterápicos se 

espalhou tanto nos países em desenvolvimento quanto nos industrializados, como uma 

maneira de complementar o tratamento e até a prevenção de doenças. (WORLD..., 2009; 

MACIEL et al., 2002; CAPASSO et al., 2000). 

 No Brasil, o Ministério da Saúde publicou em 2009 a Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS). Essa lista é constituída por 

71 espécies de plantas medicinais que devem ser priorizadas nos estudos e na geração de 

produtos fitoterápicos, dessa forma estimulando a pesquisa e produção (BRASIL, 2009a). 

 A ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária), órgão responsável pela 

fiscalização do controle sanitário da produção e comercialização dos produtos farmacêuticos 

no Brasil, publicou em 2004 a RDC número 48 que dispõe sobre o registro de medicamentos 

fitoterápicos, visando sua padronização, pois para registrar o produto fitoterápico devem ser 

encaminhados os resultados de testes de segurança e eficácia do produto, de acordo com o que 

é preconizado na resolução. Em conjunto, a validação de métodos analíticos e bioanalíticos no 

controle de qualidade devem seguir a resolução RE número 899, assim como a utilização de 

padrões (AGÊNCIA..., 2008b; AGÊNCIA..., 2008c). 

 O uso de padrões químicos no controle de qualidade torna-se importante para oferecer 

uma maior confiabilidade e credibilidade às medições. Esses padrões podem ter diversas 

denominações, tais como: padrão primário, secundário, de trabalho e referência. Na área de 

produtos naturais, os padrões fitoquímicos podem ser obtidos pelo isolamento a partir de uma 

fonte vegetal ou pela síntese total ou parcial. Algumas organizações como a National Institute 

of Standards and Technology (NIST) vendem padrões químicos e outras instituições como 

United States Pharmacopeia- National Formulary (USP-NF) e European Pharmacopeia (EP) 

fornecem esses padrões com garantia de uso limitado às suas monografias (O PAPEL..., 

2008). 

 A caracterização dos padrões é uma etapa importante no desenvolvimento destes e de 

um fitoterápico, para estabelecer a qualidade e credibilidade às medições e aos produtos. As 

técnicas espectrométricas (RMN, EM, IV, UV) são ferramentas importantes no primeiro 

passo desse processo, que é a caracterização estrutural dessas substâncias. 
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O segundo passo é examinar sua pureza onde o teor de substâncias orgânicas é 

geralmente determinado por métodos relativos, tais como a cromatografia e a análise térmica. 

Os teores de água e de solventes residuais precisam ser estabelecidos e a análise elementar 

revelará se há ou não impurezas inorgânicas presentes que devam ser consideradas (MA et al., 

2009; UNITED..., 2008). Quando possível as impurezas presentes podem ser identificadas. 

Assim, o resultado de pureza será a diferença entre o teor do analito de interesse e das 

impurezas presentes (umidade, resíduo de solvente etc...). 

 Dentre as espécies inseridas na RENISUS está Casearia sylvestris (Salicaceae), uma 

planta nativa do Brasil e encontrada em diversos países da América do Sul. É conhecida 

popularmente como guaçatonga. O gênero Casearia é representado no Brasil por cerca de70 

espécies. 

 Diversos estudos demonstram que esta espécie tem grande potencial fitoterápico por 

apresentar diversas atividades biológicas como: antiúlcera, antiofídica, anti-inflamatória, 

antitumoral (ESTEVES et al., 2005; BASILE et al., 1990; DE MESQUITA et al., 2005; 

ESTEVES et al., 2005; MAISTRO et al., 2004; RODRIGUES et al., 2006; SANTOS, 2008; 

OLIVEIRA et al., 2009, SANTOS et al., 2010). Algumas dessas atividades (citotóxica, 

antiúlcera, antitumoral) foram relacionadas aos diterpenos clerodânicos (casearinas). Por essas 

razões e considerando o pequeno acervo de padrões de origem vegetal, e principalmente das 

plantas nativas do Brasil, torna-se importante o desenvolvimento de métodos para a 

purificação e obtenção dessas substâncias, com a finalidade do uso no controle de qualidade 

de fitoterápico e/ou fitofármaco a partir de C. sylvestris. 
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2. Objetivos 

 

 Com a crescente utilização de fitoterápicos no tratamento e prevenção de doenças, as 

regulamentações na Agência Nacional de Vigilância Sanitária segundo a Resolução RDC nº 

48, de 16 de março de 2004 quanto ao registro dos fitomedicamentos e o pequeno acervo de 

padrões de referência disponível para uso no controle de qualidade, este trabalho tem como 

objetivos preparar e caracterizar padrões de alta pureza de casearinas a partir de C. sylvestris, 

uma planta nativa da flora brasileira, com uso antigo na cultura popular e potencial para 

comercialização como fitoterápico padronizado. 

 

Objetivos específicos: 

• Desenvolver método de purificação de casearinas de C. sylvestris em CLAE 

preparativa em fase reversa C-18; 

• Estudar a aplicação de RMN, EM, CLAE-DAD de fase reversa, análise elementar e 

análise térmica na determinação da pureza de casearinas. 
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3. Revisão da literatura 
 

3.1. Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

 

 Muitas comunidades e grupos étnicos na maioria das vezes têm como recursos 

terapêuticos as plantas medicinais, que são utilizadas no tratamento e cura de doenças. Ainda 

hoje nas regiões mais pobres do país e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas 

medicinais são comercializadas em feiras livres, mercados populares (MACIEL et al., 2002) e 

a venda dessas plantas e de fitoterápicos tem aumentado consideravelmente nos países 

industrializados (CAPASSO et al., 2000). 

 Em 2008, foi aprovado o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos 

(PNPMF) em conjunto com a criação do Comitê Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos, segundo a portaria interministerial (2.960/2008). Um dos objetivos do 

programa é a inserção com segurança do uso de plantas medicinais, fitoterápicos e serviços 

relacionados à fitoterapia no Sistema Único de Saúde (SUS). Além disso, vai promover e 

reconhecer as práticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais e remédios 

caseiros (BRASIL, 2009b, 2009c) 

 Neste contexto das políticas relacionadas ao PNPMF, o Ministério da Saúde publicou 

em 2009 a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde 

(RENISUS), constituída por 71 espécies de plantas medicinais que devem ser priorizadas nos 

estudos e na a geração de produtos fitoterápicos, dessa forma estimulando a pesquisa e 

produção dos fitoterápicos no país (BRASIL, 2009a). 

 A ANVISA, na RDC no 48 de 16 de Março de 2004 que trata a respeito do “registro de 

medicamento fitoterápico”, traz as definições de droga vegetal e fitoterápico:  

• Droga vegetal: planta medicinal ou suas partes, após processos de coleta, 

estabilização e secagem, podendo ser íntegra, rasurada, triturada ou 

pulverizada. 

• Fitoterápico: medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-

primas ativas vegetais. É caracterizado pelo conhecimento da eficácia e dos 

riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de sua 

qualidade. Não se considera medicamento fitoterápico aquele que, na sua 
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composição, inclua substâncias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as 

associações destas com extratos vegetais 

 Os medicamentos fitoterápicos estão cada vez mais populares em países desenvolvidos 

e em desenvolvimento para complementar o tratamento e até para prevenir doenças 

(CAPASSO et al., 2000). Este mercado esta em crescente desenvolvimento e necessita de 

tecnologias para preparar e caracterizar padrões “fitoquímico” para serem usado no controle 

de qualidade e para a padronização dos produtos, desta forma, garantindo a eficácia desses.  

3.2. Padrão de referência para fitoterápico e legislação 

 

 A validação da metodologia analítica para o controle de qualidade dos fitoterápicos 

deve ser feita de acordo com o disposto na resolução RE nº 899, de 29 de maio de 2003. Esta 

determina que a validação deva garantir, através de estudos experimentais, que o método 

atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. 

Assim, o uso de padrões de alta qualidade é importante na identificação e quantificação de 

marcadores químicos da planta medicinal e do fitoterápico (BRASIL, 2008c). 

 Devem-se utilizar padrões de referência para a padronização do extrato da planta, 

conforme preconizado na RE 899/03. Não havendo padrões de referência para fitoterápicos, a 

resolução já prevê o uso de padrões de trabalho (BRASIL, 2008a). 

 Ao qualificar um extrato, a melhor opção é através dos marcadores isolados (padrão 

primário) e perfil cromatográfico. Em seguida, deve-se usar esse extrato qualificado como 

padrão de trabalho (padrão secundário) e perfil cromatográfico. Deve-se usar extrato 

padronizado em que cada um dos marcadores já está definido com quantidades mínimas. 

Pode-se também utilizar diretamente os extratos padrões oficializados (por exemplo, aqueles 

disponibilizados pela USP), desde que acompanhado do perfil cromatográfico (BRASIL, 

2008a). 

 

3.3. Padrões 

 

 Devido à grande variedade de plantas medicinais conhecidas e a serem descobertas 

com alguma atividade fitoterápica (biológica), e considerando que os produtos naturais e seus 

derivados têm importância sócio-econômica cada vez maior, faz-se necessário à utilização de 
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padrões com altos níveis de pureza para o controle de qualidade de fitoterápicos (O PAPEL..., 

2008). 

 Diversas terminologias são utilizadas para a definição de padrões com características 

diferentes. Para o IPEM (INSTITUTO DE..., 2008), são válidas as seguintes definições para 

alguns padrões: 

• “padrão primário” ou “padrão de referência” é designado ou amplamente reconhecido 

como tendo as mais altas qualidades metrológicas e cujo valor é aceito sem referência 

a outros padrões de mesma grandeza. Está disponível em um dado local ou em uma 

dada organização, a partir do qual as medições lá executadas são derivadas, sejam elas 

drogas vegetais ou drogas convencionais; 

• “padrão secundário” ou “padrão de trabalho” é definido como aquele padrão cujo grau 

de pureza é estabelecido por comparação com um padrão primário da mesma natureza. 

É utilizado rotineiramente para calibrar ou controlar medidas materializadas, 

instrumentos de medição ou materiais de referência. 

 A Food and Drug Administration (FDA) trata os padrões primários e de referência 

como sinônimos, assim como padrão secundário e de trabalho (UNITED..., 2008). 

 Os padrões de referências vegetais podem ser produzidos de duas maneiras: pelo 

isolamento a partir de fontes naturais (material vegetal) ou pela síntese parcial ou total, isto é, 

artificialmente, via processo químico. As análises para determinação do grau de pureza devem 

ser realizadas em pelos menos três laboratórios diferentes, segundo descrito na United State 

Pharmacopeia (USP/NF), mas a tecnologia e os custos para a preparação podem inviabilizar 

o processo. Além disso, as substâncias de interesse podem estar em baixas concentrações nas 

fontes vegetais em estudo, tornando o processo inviável financeiramente. Nesses casos 

podem-se utilizar outras fontes com maior teor da mesma substância. (O PAPEL..., 2008). 

 

3.4. Metrologia 

 

 Os materiais de referência certificados (MRC) são produzidos, certificados e utilizados 

de acordo com as instituições certificadoras desses materiais, entre elas a ISO (International 

for Standardization) e BCR (Community Bureau of Reference) (TRAPMANN; SCHIMMEL; 

KRAMER, 2002), FDA, WHO (World Helth Organization). Por isso, torna-se importante o 

estudo do material a ser certificado assim como seus métodos de análise e a confiabilidade 
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destes. No entanto, o grau de estabilidade de um MRC não é comparável ao de um produto 

comercial podendo não ter a mesmas características (PAUWELS; SCHIMMEL; 

LAMBERTY, 1998). 

 A metrologia, definida como a “ciência da medição”, tem como foco principal prover 

confiabilidade, credibilidade, universalidade e qualidade às medidas. Como as medições estão 

presentes, direta ou indiretamente, em praticamente todos os processos, a abrangência da 

metrologia é imensa, envolvendo a indústria, o comércio, a saúde e o meio ambiente, para 

citar apenas algumas áreas. Estima-se uma parcela considerável do PIB nacional dos países 

industrializados sejam dedicados aos processos de medição (INSTITUTO..., 2008a). 

 Com o crescente uso dos métodos de medidas em praticamente todas as áreas, foi 

criado em 1993 o Comitê Consultivo para Quantidade de Matéria nesta mesma época iniciou-

se o desenvolvimento da Metrologia Química no cenário mundial. No Brasil, o marco inicial 

da Metrologia Química foi o Seminário "Metrology in Chemistry - A New Challenge for the 

Americas", ocorrido no Rio de Janeiro, de 3 a 4 de novembro de 1997 (INSTITUTO ..., 

2008b). 

 O INMETRO criou em junho de 2000 a Divisão de Metrologia Química. Dentro desta 

divisão, a Metrologia em Química Orgânica iniciou suas atividades em julho de 2002 tendo 

como missão o desenvolvimento e a certificação de materiais de referência, o 

desenvolvimento e a validação de procedimentos de referência, a realização de análises, 

atendendo demanda da sociedade e disseminar o conhecimento metrológico através de 

palestras, seminários, cursos, participação em congressos e publicação de artigos em revistas 

especializadas (INSTITUTO ..., 2008c). 

 Com a importância crescente dessa área, faz-se necessário uma boa credibilidade das 

medições e esta está fortemente associada à rastreabilidade, que é definida como “Propriedade 

do resultado de uma medição ou do valor de um padrão estar relacionado a referências 

estabelecidas, geralmente padrão nacional ou internacional, através de uma cadeia contínua de 

comparações, todas tendo incertezas estabelecidas” (INSTITUTO ..., 2008a). Contudo a 

rastreabilidade a um sistema comumente aceito é uma condição essencial para garantir a 

comparabilidade das medições e é um requisito básico para se constituir um material de 

referência de todas as classes (PAUWELS; SCHIMMEL; LAMBERTY, 1998). 

 Com a importância crescente da metrologia no Brasil e em todo o mundo e a recente 

aceleração da globalização, potencializando a demanda por metrologia, em virtude da grande 

necessidade de harmonização nas relações de trocas comerciais, atualmente muito mais 
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intensas, complexas e envolvendo um grande número de grandezas a serem medidas com 

exatidão e credibilidade, faz-se necessário o uso de padrões com a mais elevada qualidade 

metrológica em todas as áreas (INSTITUTO..., 2008a). Nesta área de padrões de alta 

qualidade o mercado de fitoterápicos mostra-se atraente devido ao pequeno número de 

fornecedores e também ao grande potencial dos fitoterápicos no país, que possui a maior 

biodiversidade do mundo. 

 

3.5. Caracterização de padrões 

 

 Considerando as substâncias de referências como a base para estabelecer a qualidade e 

credibilidade às medidas analíticas, é evidente a importância da qualidade dos padrões de 

referência no sentido de promover um nível confiável e documentado de qualidade para 

garantir segurança e eficácia da matéria-prima e produtos vegetais (O PAPEL..., 2008). Nesse 

sentido faz-se necessário a aplicação de diversas técnicas para chegar a um nível aceitável de 

pureza para as substâncias. 

 A USP e a European Pharmacopeia (EP) oferecem substâncias de referência 

primárias para uso com métodos especificados em suas respectivas monografias, além de 

outras instituições como a National Institute of Standards and Technology (NIST). Do ponto 

de vista regulatório, a respeito da alta pureza, estes padrões farmacopéicos não são válidos 

para propósitos analíticos, além do uso nos métodos descritos nas respectivas monografias (O 

PAPEL..., 2008). 

 Finalmente, qualquer substância química com estrutura conhecida pode ser usada 

como um padrão para teste de identificação (qualitativo), embora seus teores não estejam 

definidos (pureza). Por exemplo, em uma análise de perfil químico (fingerprint) por 

cromatografia de camada delgada (CCD), a comparação da constituição de uma 

produto/extrato vegetal, com substâncias marcadoras, revela se as substâncias desejadas estão 

ou não presentes (O PAPEL ..., 2008). 

 As etapas para a caracterização de um padrão químico estão melhor descritas no 

Guidance for Industry (2000), disponível no site da FDA (UNITED..., 2008), e serão 

apresentadas abaixo, complementadas com informações de outros autores. 

 Desta forma, o primeiro passo ao definir uma substância química de referência, é 

sempre sua identificação. A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) e a 
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espectrometria de massas (EM) são ferramentas importantes para a caracterização estrutural 

(UNITED..., 2008). 

 O segundo passo é examinar sua pureza onde o teor de substâncias orgânicas em 

diferentes substratos é geralmente determinado por métodos relativos, tais como técnicas 

cromatográficas (método de normalização de área) e térmicas (MA et al., 2009; UNITED ..., 

2008). Novamente, isso requer uma combinação de diferentes métodos. A Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE) ou a Cromatografia Gasosa (CG) são técnicas típicas, 

usadas na busca por impurezas orgânicas e na determinação da pureza relativa, através do 

cálculo de área normalizada, assim como a CCD (UNITED ..., 2008), além da análise térmica 

por DSC (MA et al., 2009). 

 Os teores residuais de água e de solventes precisam ser estabelecidos e a análise 

elementar revelará se há ou não impurezas inorgânicas presentes que devam ser consideradas 

(UNITED ..., 2008), a análise térmica por DSC e TG  são utilizadas para determinar a pureza 

e estabilidade térmica dos compostos, além também da identificação de impurezas voláteis 

(MACÊDO et al., 2000, MA et al., 2009). Em alguns casos particulares, os testes de pureza 

podem incluir outros métodos, tais como rotação óptica ou ponto de fusão e, no caso de 

líquidos, o ponto de ebulição. 

 Finalmente, como um terceiro passo, o conteúdo químico é determinado através de 

CLAE ou CG, podendo ser utilizado a técnica de CLAE-EM para a identificação das 

impurezas (UNITED ..., 2008; MA et al., 2009). Contudo, deve-se tomar cuidado ao 

estabelecer o conteúdo químico com base somente na CLAE E CG, pois são métodos 

relativos que não indicam o valor absoluto. Desta forma, é amplamente aceito que o grau de 

pureza deve ser estabelecido com base em pelo menos dois métodos independentes, para a 

certificação de que o valor assinalado é o valor "verdadeiro". A seguir, as quantidades de 

impurezas totais (resíduo de água, solventes e inorgânicos) são subtraídas desse valor obtido 

por métodos cromatográficos (UNITED ..., 2008). 

 The Directorate for... (2007) apud Ma et al. (2009); World Health Organization (2003) 

apud Ma et al. (2009) descrevem o cálculo da pureza levando em consideração a pureza 

obtida por métodos relativos, impurezas voláteis, teor de umidade e cinzas:  

Pureza (%) = Pureza relativa (%) - Impurezas Voláteis (%) - Teor de Água (%) - Cinzas (%) 
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3.6. Cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjo de diodo 
(CLAE-DAD) 
 

 CLAE-DAD é uma técnica importante e amplamente utilizada em análises 

quantitativas e qualitativas. Na área farmacêutica é comum seu uso na análise de pureza 

(WIBERG et al., 2004) e na avaliação de componentes de degradação de drogas em testes de 

estabilidade acelerada além de detectar a presença de substâncias co-eluíndo com o analito 

(CESCHEL et al., 2003; PAPADOYANNIS; GIKA, 2004; BRYANT; KINGSWOOD; 

BELENGUER, 1996). 

 O objetivo da análise de pureza é separar possíveis impurezas do constituinte principal 

e, se possível, identificá-las. Essas impurezas podem consistir de produtos de degradação, 

intermediários de síntese, constituintes da matriz de onde foi isolado a substância ( MA et al., 

2009; WIBERG et al., 2004) e são importantes para o desenvolvimento de um novo produto 

farmacêutico (YASUEDA et al., 2004).  

 Na análise da pureza de uma substância isso muitas vezes implica na determinação do 

grau de pureza do pico principal, que em regra é a substância ativa, esta análise de pureza de 

pico é muita usada durante o desenvolvimento de método para confirmar se todos os 

componentes foram separados e no controle de qualidade para certificar-se que não há 

impurezas coeluindo (PAPADOYANNIS; GIKA, 2004; BRYANT; KINGSWOOD; 

BELENGUER, 1996). Se o pico principal não está puro, é possível que as impurezas co-

eluidas com o ativo não sejam detectadas na análise, dando origem a resultados incorretos de 

análise. No detector UV/Vis com arranjo de diodos (DAD) as absorbâncias medidas em 

função do tempo de retenção e de comprimento de onda proporcionam maior confiabilidade 

para a análise de pureza de pico em relação aos detectores UV/Vis com comprimento de onda 

de detecção único (WIBERG et al., 2004). 

 Os softwares dos equipamentos de CLAE-DAD podem utilizar maneiras distintas para 

fazer a análise de pureza de pico, entre elas estão a análise do índice de pureza de pico (PPI) e 

o índice de similaridade do pico (PPM). O PPI é definido como o comprimento de onda que 

divide uma faixa espectral pré-determinada em duas faixas, uma à esquerda e outra à direita, 

com áreas iguais. O PPI para um pico cromatográfico puro deve ser o mesmo desde o início 

até o fim do pico para cada espectro gravado sobre ele. Ao calcular o desvio padrão relativo 

do PPI sobre um pico, é possível obter uma medida do grau de pureza do pico. Por outro lado, 

o PPM descreve a semelhança entre duas curvas espectrais, calculada como a correlação entre 

os espectros do ápice do pico e os espectros das laterais do pico. O método fornece uma 
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medida de similaridade variando da identidade (= 1000) para espectros idênticos e (= 0) para 

espectros muito diferentes (WIBERG et al., 2004; BRYANT; KINGSWOOD; BELENGUER, 

1996). 

3.7. Cromatografia líquida de alta eficiência com detector de massa (CLAE-

EM) 

 

 EM é o método mais sensível e seletivo para análise molecular e pode fornecer 

informações sobre a massa molecular, assim como sobre a estrutura da molécula. A 

combinação de cromatografia de alta eficiência com espectrometria de massas reúne as 

vantagens de um método de separação e um método de identificação. CLAE-EM é muito 

utilizado para análise de perfil químico de plantas medicinais on-line e é possível a 

desreplicação das amostras, ou seja, identificação dos picos cromatográficos sem a 

necessidade de isolamento (LIANG; XIE; CHAN, 2004). 

 Além disso, pode-se combinar os detectores de DAD e EM acoplados em série com a 

CLAE para obter perfis químicos de extratos vegetais e identificação das substâncias a partir 

de seus espectros no UV/Vis e massas (LIANG; XIE; CHAN, 2004). Inicialmente, 

procedimentos são usados para criar um banco de dados apropriado de tempos de retenção e 

espectros sob condições padronizadas. É importante também que os dados de bioatividade 

sejam já conferidos a certos compostos identificados, já no extrato bruto (BRADSHAW et al., 

2001). Como exemplo, foi realizada a identificação de impurezas presentes em padrão 

comercial de teofilina foi feita em CLAE-EM por comparação do perfil de fragmentação das 

impurezas com um banco de dados (MA et al., 2009). 

 Ionização por elétron spray é um técnica versátil, sensível e rápida para a 

determinação da pureza de pico quando acoplado ao CLAE. As impurezas podem ser 

rapidamente determinadas em níveis baixos, em que tanto a massa molecular quanto o tempo 

de retenção das impurezas podem ser detectadas e diferente dos detectores no UV (DAD), que 

substâncias com idênticos ou similares espectros no UV não pode ser distinguidos 

(BRYANT; KINGSWOOD; BELENGUER, 1996). 
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3.8. Análise elementar 

 

 Análise elementar é uma técnica utilizada para a determinação da composição 

elementar de compostos orgânicos e organo-metálicos, através da determinação da 

porcentagem de carbono, hidrogênio, nitrogênio e enxofre em uma amostra. Possibilita 

também avaliar a pureza destes compostos, podendo ser indicativa da presença de sais 

inorgânicos (KLUG et al., 1998). 

 

3.9. Análise térmica 

 

  “Métodos térmicos são um grupo de técnicas nas quais uma propriedade física da 

substância e/ou de seus produtos de reação é medida em função da temperatura enquanto a 

substância é submetida a uma variação de temperatura controlada e programada” (SKOOG 

apud MACKENZIE, 2002). 

 O amplo campo de aplicação dos métodos térmicos nas medidas das propriedades 

físicas, nos estudos das reações químicas e no comportamento térmico das amostras é de 

interesse acadêmico e industrial. 

 A termogravimetria (TG) é uma análise quantitativa e método comparativo capaz de 

produzir e reproduzir resultados rápidos. Pode ser usado no controle de qualidade de drogas, 

com a intenção de melhorar o produto final e para a determinação da qualidade e de 

parâmetros tecnológicos. Calorimetria exploratória diferencial (DSC) pode ser utilizada na 

indústria farmacêutica como uma ferramenta analítica de importância para testes de 

identificação e determinação da pureza de drogas ativas além de ser um método padrão para 

caracterização de drogas sólidas, em particular no estudo de formulação, pois há o 

aparecimento e desaparecimento de pico endotérmicos e exotérmicos ocasionados pela 

diferença de excipientes utilizados na formulação (CESCHEL et al., 2003). 

 As técnicas térmicas estão fornecendo importante contribuição para a química de 

produtos naturais com suas aplicações em plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pela 

cultura popular. Estudos foram realizados com alcalóides de Cissampelos sympodialis, em 

que a molécula warifiteína foi caracterizada por TG e DSC (ARAGÃO, FILHO; MACÊDO, 

2001). 
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 Macêdo et al. (2000) utilizaram as técnicas de TG e DSC para estudar o 

comportamento térmico, pureza e estabilidade de antidepressivos e Ma et al. (2009) para a 

determinação de constituintes voláteis e da pureza de padrão comercial de teofilina. Os 

resultados obtidos revelaram a importância do uso dos métodos térmicos para o controle de 

drogas bioativas. O uso de técnicas limpas, rápidas e simples para obter os resultados é a 

razão do importante crescimento das análises térmicas no controle de qualidade de 

ingredientes ativos em medicamentos. 

 

3.10. Cromatografia Líquida de Alta Eficiência Preparativa 

 

 CLAE preparativa é uma técnica versátil, robusta e amplamente utilizada para o 

isolamento de produtos naturais. A principal diferença entre CLAE e outros modos de 

cromatografia em coluna é que o diâmetro da partícula da fase estacionária é 

comparativamente baixo (3–10 µm), e essas partículas são empacotadas de forma a resultar 

em uma estrutura uniforme dentro da coluna, o leito cromatográfico. Quanto menor for o 

diâmetro das partículas maior será a pressão necessária para conduzir o solvente através das 

camadas (CANNELL, 1998). 

 A CLAE preparativa é muito utilizada na purificação de compostos de amostras 

complexas, tais como de matrizes biológicas e produtos naturais (ZHANG et al., 2009). A 

principal vantagem da cromatografia preparativa decorre da capacidade de desenvolver e 

executar rapidamente uma purificação, além de ser uma excelente ferramenta para purificação 

de isômeros (CHRISTOPHER et al., 2009). 

 Quando grandes quantidades de substâncias purificadas são necessárias, estas podem 

ser obtidas pela injeção de grandes quantidades de amostras e/ou por injeções repetitivas 

(SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997), dependendo da qualidade da separação e das 

dimensões das colunas cromatográficas disponíveis. 

 Absorção de um composto pela fase estacionária pode ser aproximada às isotermas de 

Langmuir. Em pequenas concentrações da amostra na fase móvel, a absorção do analito pela 

coluna é proporcional á concentração deste na fase móvel, sendo observado um 

comportamento linear. Em altas concentrações do analito na fase móvel o comportamento 

linear da isoterma não é mais observado, ocorrendo a deformação do pico cromatográfico, 

mudança na retenção e perda de resolução (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; KNOX; 

PYPER, 1986). 
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 A otimização das condições de separação é difícil e uma tarefa fundamental para 

assegurar a pureza e a eficiência do processo. No desenvolvimento de método para um 

sistema complexo, a otimização das condições de separação é geralmente realizado em nível 

analítico por tentativa e erro, para economizar amostra e solvente, e depois as condições 

otimizadas são aplicadas no modo preparativo pelo aumento de escala (escalonamento) (JIN 

et al., 2008). 

 A cromatografia preparativa desempenha um papel fundamental na medicina 

tradicional chinesa, devido ao grande desempenho para a separação de amostras complexas 

(JIN et al., 2008), tornando-se importante também para a os produtos naturais encontrados no 

Brasil, já que estes tem um papel importante para o desenvolvimento desta área. 

 A utilização da CLAE preparativa em fase reversa C-18 é amplamente utilizada na 

separação de compostos de plantas medicinais. Alguns exemplos recentes do uso de CLAE 

preparativa na purificação de produtos naturais são apresentados a seguir. Liu et al. (2007) 

purificaram ginsenosideos de extratos de folhas de Panax notoginseng utilizando ELSD 

(detector de espalhamento de luz evaporativo) como detector. Zhang et al. (2008) isolaram 4 

flavonas C-glicosiladas de folhas de bambu (Phyllostachys nigra var.henonis). Zhou et al. 

(2007) obtiveram iridoides glicosilados de Gardenia jasminoides Ellis. Wu, Lohse e Grendlatt 

(1995) utilizaram a metodologia de saturação da fase estacionária da coluna para o isolamento 

de taxol de Taxus canadensis tanto em fase normal quanto em fase reversa. 

 Uma alternativa adicional para a purificação de metabólitos secundários de plantas por 

CLAE é o uso do modo reciclante, utilizado na purificação final quando não se tem uma 

separação desejada entre duas substâncias de difícil resolução, com a vantagem de ter baixo 

consumo de solvente. Taketa et al. (2004) e Lee, Jin e Row (2006) utilizaram este processo de 

separação no isolamento de substâncias naturais, como a eupatilina de Artemisia princeps 

PAMPAN e nor-secofridelanos de Galphimia glauca, respectivamente. 

 

3.11. Casearia sylvestris 

 

 Dentre as espécies de plantas com conhecida propriedade farmacológica está Casearia 

sylvestris Swartz (Salicaceae), uma planta nativa do Brasil, Peru, Argentina, Uruguai e 

Bolívia; encontrada também no México, Antilhas e em outras partes de América Latina. 

Conhecida popularmente no Brasil como guaçatonga, um termo nativo originado da língua 
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tupi-guarani, indicativo do uso antigo dessas espécies pelas comunidades indígenas brasileiras 

(ESTEVES et al., 2005).  

 No portal do Ministério da Saúde está disponível a relação nacional das 71 plantas 

medicinais de interesse do SUS, divulgada em fevereiro de 2009. Nesta relação estão plantas 

medicinais nacionais que apresentam potencial para gerar produtos e entre elas encontra-se a 

C. sylvestris. Esta lista tem como finalidade a orientação de estudos dessas plantas para 

geração de produtos a serem utilizados pela população (BRASIL, 2009b). 

 As folhas de C. sylvestris são utilizadas tradicionalmente como um agente anti-séptico, 

cicatrizante e como anestésico tópico, e são estudadas extensamente pela suas propriedades 

antiúlcera e antitumoral. Os extratos aquosos das folhas tem a capacidade de neutralização de 

venenos de serpentes e de abelhas (YAMASHITA et al., 2005), além de atividade 

antiplasmodial no tratamento de malária (MESQUITA et al., 2007).  

 Devido à grande utilização de C. sylvestris, estudos foram realizados com o objetivo 

de caracterizar quimicamente os princípios ativos responsáveis pelas várias ações terapêuticas 

atribuídas a esta planta. Entre estes estudos estão incluídos a análise de variabilidade intra-

específica de casearinas (SANTOS, 2001), além da investigação de constituintes ativos 

antiulcerogênicos e antitumoral (SANTOS, 2008; SANTOS et al., 2010), desenvolvimento de 

metodologia de extração para obtenção de frações com alto potencial farmacológico 

(FUNDAÇÃO..., 2005) e metodologia de extração para obtenção de fração enriquecida em 

casearinas (TININIS, 2006). 

 O gênero Casearia tem se caracterizado pela ocorrência de substâncias de interesse, 

como cumarinas, flavonóides, lignanas, e diversos diterpenos, especialmente os clerodânicos, 

sendo estes últimos diretamente relacionados às atividades antiulcerogênica, citotóxica e 

antiinflamatória apresentada pelos extratos dessas plantas. Quanto à constituição de óleos 

essenciais de folhas de C. sylvestris há apenas relato descrevendo a presença de 

biciclogermacreno, germacreno-D, germacreno-B, β-cariofileno, δ-elemeno como 

componentes principais (SILVA et al., 2008; TININIS et al., 2006; ESTEVES et al., 2005). 

3.11.1. Extrato Etanólico das Folhas de Casearia sylvestris 

 

 A atividade antigástrica do extrato etanólico das folhas de C. sylvestris foi estudada 

por Basile et al. (1990). O extrato foi efetivo na redução da produção de suco gástrico quando 

administrado por via oral em ratos em relação à droga controle. Não apresentou redução da 

produção de ácido clorídrico, o pH do suco gástrico não foi significativamente diferente dos 
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apresentados pelos controle e o extrato apresentou baixa toxicidade (BASILE et al., 1990). 

Sua ação farmacológica, de acordo com os autores, pode ser atribuída a óleos voláteis, taninos 

e aos triterpenos das folhas (SERTIÉ; CARVALHO; PANIZZA, 2000). 

 A identificação dos princípios ativos responsável pelo efeito antiulcerogênico do 

extrato etanólico das folhas foi realizado por Santos (2008), que isolou diversos diterpenos 

clerodânicos, entre eles as casearinas B, D, O, X e a caseargrewiina F, que apresentaram 

inibição total da formação de úlceras induzidas por etanol em ratos (SANTOS, 2008). Estas 

substâncias também apresentaram atividades citotóxicas importantes em várias linhagens de 

células tumorais humanas (SANTOS et al., 2010). 

 A atividade antimicrobiana do extrato etanólico das folhas foi estudada frente a três 

leveduras, dois fungos filamentosos, seis bactérias Gram-negativas, e duas Gram-positivas, 

apresentando resultados satisfatórios para estes testes. Foram identificados dois compostos 

derivados do ácido gálico (3,5-dimetiléter do galato de isobutila e 3,5-dimetiléter do galato de 

metila) como responsáveis por essa atividade (SILVA et al., 2008). 

 Estudos da atividade genotóxica e mutagênica do extrato etanólico de folhas de C. 

sylvestris e de algumas casearinas obtidas desses extratos indicaram que baixas dosagens 

possuem ação protetora contra danos ao DNA, mas para altas dosagens foram observados 

efeitos potencialmente mutagênico (MAISTRO; CARVALHO; MANTOVANI, 2004; 

OLIVEIRA et al., 2009). 

 

3.11.2. Extrato metanólico e aquoso das folhas de Casearia sylvestris 
 

 Os estudos com extrato aquoso das folhas relataram a capacidade desse extrato em 

inibir a ação de enzimas, entre elas a fosfolipase A2 (PLA2) responsáveis por algumas das 

propriedades biológicas dos venenos de serpentes (BORGES et al., 2000, 2001). 

 Francischinelli et al. (2008) estudaram diferentes tipos de extrato das folhas de C. 

sylvestris, como o hexânico, diclometânico, acetato de etila e metanólico na neutralização dos 

efeitos tóxicos do veneno de Bothrops jararacussu. O extrato metanólico mostrou-se ativo, 

sendo que os componentes fenólicos foram relacionados a este efeito. Foi sugerido como 

substância candidata a princípio ativo a rutina, atuando em sinergismo com outros elementos 

não identificados até o devido momento. 

 Sugere-se que as folhas de C. sylvestris possuem princípios bioativos, sob a forma de 

fitocomplexo que pode vir a ser usado como um antídoto contra efeitos neurotóxicos, 
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antibotrópico e miotóxico (FRANCISCHINELLI et al., 2008). Um aspecto importante a ser 

considerado em relação aos princípios bioativos de folhas de guaçatonga está relacionado à 

ausência de efeitos genotóxicos (MAISTRO et al., 2004). Isso representa um incentivo para 

que  estudos experimentais in vivo utilizando o extrato metanólico de C. sylvestris após a 

injeção intramuscular de veneno de cobra, simulando assim envenenamento 

(FRANCISCHINELLI et al., 2008). 

 

3.11.3. Óleo essencial 
 

 Esteves et al. (2005) estudaram as atividades antiinflamatória e antiúlcera gástrica dos 

óleos essenciais das folhas dos Casearia sylvestris, devido a sua grande aplicabilidade para o 

tratamento de lesões de pele, ulceras gástricas e processos inflamatórios. Como resultado, os 

autores sugerem que os óleos essenciais das folhas da guaçatonga apresentam atividade 

antiinflamatória e antiúlcera. Além disso, atribuem aos compostos terpênicos essas atividades, 

sendo que o biciclogermacreno (sesquiterpeno) constitui 40,9% do óleo essencial extraído.  

 A avaliação da citotoxicidade do óleo essencial de C. sylvestris contra células tumorais 

(A-549, HeLa e HT-29) foi estudado por Silva et al. (2008) a fim de contribuir para a 

utilização segura desta planta como fitofármaco. O óleo essencial desta planta é rico em β-

cariofileno (18,1%) e α-humuleno (4,7%). Neste estudo foram comparados os resultados de 

citotoxicidade obtidos com o óleo essencial e com padrões dos dois sesquiterpenos citados 

acima, responsáveis por 22,8% da constituição do óleo essencial. Os resultados obtidos foram 

semelhantes. Esses resultados apresentam-se positivos para o uso contra diferentes tipos de 

câncer uma vez que o óleo essencial das folhas apresenta baixa citotoxicidade contra células 

não tumorais (SILVA et al., 2008). 

 Tininis et al. (2006) estudaram a composição do óleo essencial de folhas de uma 

população de C. sylvestris. As coletas das folhas ocorreram em dois períodos, manhã e a 

tarde, e foi verificada uma pequena variação intra-específica entre a população e esta foi 

dividida em dois grupos após análise dos dados por análise hierárquica de agrupamento e por 

análise dos componentes principais. No período da manhã, os constituintes principais foram 

identificados como: longifoleno (1,8%), β-selineno (4,2%), germacreno-D (79,2%) e 

germacreno-B (14,8%). À tarde, foram identificados: longifoleno (3,2%), β-gurgeneno 

(1,1%), γ-muruleno (3,0%), γ-gurjeneno (2,2%), β-selineno (5,2%), germacreno-D (66,2%), 

biciclogermacreno (3,6%), δ-cadineno (1,7%) e germacreno-B (13,7%). 
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 Como pode-se observar existem alguns resultados diferentes entre esses autores 

quanto à composição química do óleo essencial das folhas de C. sylvestris. Esteves et al. 

(2005) relataram a composição de 40,9% correspondente ao biciclogremacreno como sendo o 

maior constituinte e Silva et al. (2008) apresentaram resultados da composição com 18,1% 

para β-cariofileno e 4,7% para o α-humuleno. Tininis et al. (2006) relataram a formação do 

biciclogermacreno como sendo um produto derivado do rearranjo ocorrido fotoquimicamente 

do germacreno-B ou germacreno-D , que estão presente em maior quantidade, e nem cita a 

presença de β-cariofileno e α-humuleno relatados por Silva et al. (2008). Desta forma, para 

chegar a uma conclusão a respeito da constituição química e os resultados dos testes 

biológicos do óleo essencial de C. sylvestris deve-se utilizar uma quantidade suficiente de 

indivíduos, ou seja, representativos da população, obtidos em diferentes locais e épocas do 

ano para a realização desses estudos. 

 

3.11.4. Diterpenos Clerodânicos 
 

 Um grande número de estudos fitoquímico com espécies de Casearia tem mostrado a 

ocorrência dos diterpenos clerodânicos tricíclicos altamente oxigenados nesse gênero, todos 

exibindo configuração cis entre os anéis A e B e um característico sistema tetraidrofurano 

diacetálico no anel C, além de grupos hidroxila ou éster como substituintes  nas posições C-2, 

C-6, C-7, C-18 e C-19 (Figura 1). Casearia sylvestris apresenta muito desses compostos, 

denominados de casearinas (SANTOS et al., 2007; SANTOS, 2008; SANTOS et al., 2010). 
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Figura 1. Representação do esqueleto carbônico das casearinas. 

 Às casearinas (Tabela 1) são atribuídas algumas atividades farmacológicas, das quais 

podem ser destacadas as ações antitumoral, tripanocida, antiúlcera, citotóxica e 
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quimioprotetora (ITOKAWA et al., 1988; ITOKAWA et al., 1990; DE CARVALHO et al., 

1998; OBERLIES et al., 2002; SPINDOLA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; SANTOS, 

2008; SANTOS et al., 2010). A tabela 2 apresenta algumas características físicas dessas 

casearinas. 

 O isolamento desses diterpenos clerodânicos foram realizados utilizando-se diferentes 

metodologias, partindo-se do extrato etanólico (ITOKAWA et al., 1988; MORITA et al., 

1991; OBERLIES et al., 2002; SANTOS, 2008; TININIS, 2006; OLIVEIRA et al. 2009; 

SANTOS et al., 2010) ou do extrato diclorometânico/metanólico (2:1) (CARVALHO et al., 

1998) das folhas.  

 A partir da fase hexânica do extrato etanólico, por fracionamento em coluna de sílica 

gel e de C-18, foram isoladas as casearinas de A-R (ITOKAWA et al., 1988; MORITA et al., 

1991). As casearinas S e T foram obtidas da fase diclorometânica do extrato 

diclorometânico/metanólico (2:1), depois de fracionamento em sílica gel (CARVALHO et al., 

1998). A casearina X [antes conhecida no grupo como casearina U (SANTOS, 2001; 

TININIS, 2006; SANTOS, 2008), o nome foi alterado devido a uma publicação de uma 

molécula diferente com o nome de casearina U], foi isolada também da fase hexânica seguida 

de fracionamento em sílica gel e purificação em CLAE C18 preparativa (SANTOS, 2001). 

Tininis (2006) isolou as caseargrewiina F e as casearinas X e Y (dados não publicados) a 

partir da fração hexânica, após extração em fase sólida em Si/carvão ativo (1:1), CC em C-18 

e CLAE fenil preparativa.  

 Nenhum relato é verificado na literatura quanto ao desenvolvimento de método em 

CLAE preparativa para o isolamento dessa classe de substância. Tininis (2006) desenvolveu 

um método para obtenção de fração enriquecida em casearinas e, com esse resultado, Santos 

(2008) desenvolveu uma condição de fracionamento dessa fração em coluna aberta de vidro, 

utilizando sílica gel como fase estacionária e fase móvel composta de misturas de hexano, 

acetato de etila e isopropanol eluída em gradiente. 

Assim, essa classe de substância (diterpenos clerodânicos), em especial as casearinas 

obtidas de C. sylvestris, são candidatas potenciais a marcadores químicos para uso no controle 

de qualidade de fitoterápico ou fitofármacos preparados a partir dessa espécie vegetal, já que 

esta planta tem aplicações muito antigas na comunidade e muitas das atividades biológicas 

são associadas aos diterpenos clerodânicos. 



39 
 

 
 

Tabela 1. Casearinas e similares isoladas de Casearia sylvestris. 

Casearina R1 R2 R3 R4 R5 

A α-OMe OAC OAc α-OH OBu 

B α-OMe OAc OAc α-OAc OBu 

C α-OH OAc OAc α-OAc ODc 

D α-OH OBu OAc α-OH OBu 

E α-OH OEt OAc α-OH ODc 

F α-OH OEt OAc α-OH OBu 

G α-OMe OAc OAc H OBu 

H α-OH OAc OAc H OBu 

I α-OH OAc OBu H OBu 

J α-OMe OBu OAc α-OH OBu 

K α-OAc OAc OAc α-OH OBu 

L α-OMe OBu OAc α-OAc OH 

M α-OH OBu OBu α-OAc OH 

N α-OMe OAc OBu α-OAc OBu 

O α-OMe OBu OAc α-OAc OBu 

P α-OMe OAc OAc α-OAc OAc 

Q α-OH OAc OAc α-OAc OBu 

R =O OAc OAc α-OH OBu 

S α-OMe =O OAc H OBu 

T α-OMe OAc OAc β-OAc OBu 

X (U) α-OBu OBu OAc α-OH H 

X α-OBu OAc OAc H OBu 

Y α-OMe OAc OBu H OBu 

Caseargrewiina F α-OBu OAc OAc OH H 

      

Casearvestrina      

A β-isoOBu OAc OAc α-OH H 

B β-OMeBu OAc OAc α-OH H 

C β-OHex OAc OAc α-OH H 

 
 
 
 



40 
 

 
 

Tabela 2. Características físicas das casearinas obtidas de C. sylvestris. 

Casearina Aspecto Ponto de Fusão (oC) Formula 
Molecular 

Autor 

A Incolor 82,0 – 83,0 C29H42O9 Itokawa et al. (1990) 

B Incolor 80,0 – 81,0 C31H44O10 Itokawa et al. (1990) 

C Oleosa - C36H54O10 Itokawa et al. (1990) 

D Pó branco 140,0 – 141,0 C30H44O9 Itokawa et al. (1990) 

E Pó branco 158,0 – 160 C34H54O8 Itokawa et al. (1990) 

F Pó branco 150,0 – 151,0 C28H42O9 Itokawa et al. (1990) 

G Oleosa - C29H42O8 Morita et al (1991) 

H Oleosa - C28H40O8 Morita et al. (1991) 

I Oleosa - C30H44O8 Morita et al. (1991) 

J Oleosa - C31H46O9 Morita et al. (1991) 

K Oleosa - C30H42O10 Morita et al. (1991) 

L Oleosa - C29H42O9 Morita et al. (1991) 

M Oleosa - C30H44O9 Morita et al. (1991) 

N Oleosa - C33H48O10 Morita et al. (1991) 

O Oleosa - C33H48O10 Morita et al. (1991) 

P Oleosa - C29H40O10 Morita et al. (1991) 

Q Oleosa - C30H42O10 Morita et al. (1991) 

R Oleosa - C26H34O9 Morita et al. (1991) 

S Oleosa - C27H38O7 Carvalho et al. (1998) 

T Oleosa - C31H44O2 Carvalho et al. (1998) 

X (U) Pó branco - C30H44O8 Santos (2001) 

X Óleo amarelo - C32H46O9 Tininis (2006) 

Y Óleo amarelo - C31H46O8 Tininis (2006) 

Caseargrewiina F Solido amorfo - C28H40O8 
Kanokmedhakul; 
Kanokmedhakul; 

Buayairaksa (2007) 
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4. Materiais 
 

Balança Analítica: Mettler  Toledo modelo AG245 (máx. 210 g; d=0,1 mg). 

Balança semi-analítica: Gehaka®, modelo BG2000 (máx. 2.020 g; min. 0,5 g; d=0,01 g). 

 

Colunas cromatográficas de bancada: 

- coluna de vidro com 2,5 cm d.i. e 4,0 cm de comprimento, com saída para sistema de sucção 

(“vácuo”); 

- coluna de vidro com 7,5 cm d.i. e 20,0 cm de comprimento 

 

Colunas cromatográficas CLAE: 

- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 4,6 mm, 5 µm. 

- Phenomenex® Luna Fenil-Hexil. 250 x 4,6 mm, 5 µm. 

- Shim-pack CLC ODS (M). 250 x 4,6 mm, 5 µm. 

- Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 µm. 

- Phenomenex® Gemini C-18. 250 x 21,2 mm, 5 µm. 

 

Pré-tratamento das amostras: Agilent Technologies cartucho de C18 (Accu BondII SPE 

ODS-18 Cartridges). 

 

Placas para CCD: SORBENT Technologies Sílica G TLC plates w/UV 254, suporte de 

alumínio (20 x 20 cm x 0,2 mm). 

 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE 1) (Varian®, modo analítico): bomba 

ProStar® 240, detector de arranjo de diodos ProStar® 330, injetor automático ProStar® 410, 

programa gerenciador do cromatógrafo e de dados Star Chromatography Workstation
®. 

 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE 2) (Varian®, modo analítico): bomba 

ProStar® 230. detector de UV/Vis ProSta®r 310, programa gerenciador do cromatógrafo e de 

dados Star Integrator®. 

 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE 3) (Shimadzu®, modos analítico e 

preparativo): bomba LC-18 A, com sistema de controle SCL-10Avp, detector UV/Vis (2 
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comprimentos de onda simultâneos) SPD-M10Avp, programa gerenciador do cromatógrafo e 

de dados Class-VP versão 6.1. 

 

Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (CLAE 4) (Shimadzu®, modo analítico):bomba 

LC-20AT, com sistema de controle CBM-20A, detector de arranjo de diodos SPD-M20A, 

injetor automático SIL-20A, forno para coluna CTO-20A, desgaseificador DGU-20A-5, 

programa gerenciador do cromatógrafo e dados LC-solution versão 1,21 

 

CLAE-EM: CLAE Simadzu®, bomba LC-20AD, detector de DAD SPD-M20A, sistema de 

controle CBM-20A, desgaseificador DGU-20A-5, programa gerenciador do cromatógrafo e 

de dados LC solution. Espectrômetro de Massas Bruker Daltonics Billerica, MA, EUA, 

ultrOTOFQ - ESI-TOF Mass Spectrometer, detecção no modo positivo, calibração interna e 

externa com Na-TFA, Bomba de Infusão, Fluxo 300µl/h.  

 

Análise elementar: Analisador CHNS-O modelo EA 1108 (Fisons Instruments) 

 

Espectrômetros de ressonância magnética nuclear: 

- Espectrômetro Varian® INOVA 11,4 T operando a 500 MHz para 1H e a 125 MHz para 13C. 

- Espectrômetro Varian INOVA 7,04 T operando em 300 MHz 1H e em 75 MHz para 13C 

 

Estufa de secagem de material de laboratório: Marconi® modelo MA 033/3. 

 

Ultrassom: ELMA®, modelo TANSSONIC 700, freqüência: 35 kHz. 

 

Fase estacionária para cromatografia em coluna: 

a) sílica gel: 0,060-0,200 mm; diâmetro do poro: 6 nm; marca: Acros Organics® Bélgica 

(reembalado por Ultra Chem® Ind. e Com. de Prod. Químicos Ltda; 0,035-0,070 mm; 

diâmetro do poro: 6 nm; marca: Acros Organics® Bélgica (reembaldo por Ultra Chem® Ind. e 

Com. de Prod. Químicos Ltda. 

b) carvão ativo em pó: LABSYNTH® Produtos para laboratórios Ltda; 

c) sílica C-18: 0,040-0,060 mm; marca: LiChroprep® RP-18 (Merck®) 
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Rota Evaporador: Büchi® modelo R-114 RE, com banho termostatizado (aquecimento) 

Büchi® modelo B-480, banho ultratermostatizado (refrigeração) Marconi® modelo MA184 e 

sistema de “vácuo” Büchi® modelo V-500 com condensador secundário. 

 

Solventes: 

a) CCDC, CC, EFS: solventes grau P.A., adquiridos no mercado e destilados no Instituto de 

Química da UNESP, em destiladores de vidro; 

b) Análise por CLAE (incluindo pré-tratamento da amostra): solventes grau cromatográfico; 

c) Água: tratamento por osmose reversa e ultra purificada em purificador Milli-Q. 

 

Material Vegetal: Foi utilizado o material vegetal disponível do trabalho de Santos (2008) e 

este realizou a coleta no seguinte local: 

a) Parque Estadual “Carlos Botelho” em São Miguel Arcanjo-SP: 13/03/2004, período da 

tarde: AGS04 (S 24OO3`28``, O 47º58`53``), AGS05 (S 24º03`28``, O 47º58`53``). 



44 
 

 
 

5. Métodos 

 

5.1. Metodologia para purificação das casearinas e análise de pureza 
 

 O extrato enriquecido em casearinas (EFS2) obtidos a partir do trabalho de Santos 

(2008) por extração em fase sólida foi fracionado em coluna aberta de vidro de sílica gel. 

Após este fracionamento, foi feito o desenvolvimento de método cromatográfico no modo 

analítico com posterior escalonamento para o preparativo, sendo os esses otimizados no modo 

isocrático e reciclante. 

 As casearinas isoladas foram submetidas à identificação por ressonância magnética 

nuclear e espectrometria de massas. Após a identificação, foi realizada a investigada a 

determinação da pureza por CLAE-DAD, pelo método de normalização de área, e DSC pela 

aplicação da lei de Van’t Hoff. A determinação do teor de umidade, componentes orgânicos 

voláteis e cinzas foram feitas por TG. 

 Assim, a pureza foi calculada levando em consideração todos esses fatores a partir da 

equação (MA et al., 2009):  

 
Pureza (%) = Pureza relativa (%) - Impurezas Voláteis (%) - Teor de Água (%) - Cinzas (%) 
 

 

 

 

Extrato enriquecido em 
casearinas (EFS2) 

CC para fracionamento 
da fração EFS2 

CLAE preparativo 
para isolamento 
das casearinas 

Casearinas 

Identificação 
RMN 

EM 

Determinação 
da Pureza 

Métodos 
Relativos 

Umidade, 
Voláteis 

Cinzas 

HPLC-DAD 
DSC 

TG 
TG 
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5.2. Cromatografia em coluna 
 

 O extrato etanólico das folhas (462,6 g) adsorvido em mistura de sílica e carvão ativo 

(1:1 m/m) foi submetido à extração em fase sólida (EFS). A fase estacionária (FE) foi 

composta de uma mistura de sílica gel (60-200 µm, 2,6 kg) e carvão ativo em pó na proporção 

de 1:1 (m/m), empacotada em uma coluna de vidro de 20 x 19 cm e eluída com 6,0 L de 

Hex/AcOEt 95:5 (v/v) (F1), 6,0 L de AcOEt (F2 ou EFS-2) e 12,0 L de MeOH (F3) 

(TININIS, 2006). A fração EFS-2, enriquecida em casearinas, obtida por este método de 

extração, já estava disponível no laboratório a partir do trabalho de Santos (2008). 

 Após a realização da extração em fase sólida seguiu-se com o subfracionamento da 

fração EFS-2 por cromatografia em coluna aberta de vidro, empacotada com sílica gel (CC-

Si), utilizando as condições otimizadas por Santos (2008), que consistiu em aplicar 16,8 g da 

fração EFS-2 em coluna empacotada com sílica gel (20 x 7,5 cm; 35-70 µm; poro: 6 nm; 

470,0 g). A eluição foi realizada por gradiente em sete etapas em proporção volumétrica: 1. 

Hex/AcOEt/IPA 85:14:1, 2. 78:20,5:1,5, 3. 76:22,4:1,6, 4. 73:25,2,1,8, 5. 68:29,9:2,1, 6. 

60:37,2:2,7, 7. AcOEt/MeOH 1:1. O volume de FM utilizada para cada proporção de eluente 

foi de 1,8 L. 

 

5.3. Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) 
 

 As subfrações (FA) obtidas da CC-Si foram analisadas por CCDC com FM composta 

de Hex/AcOEt/IPA (60:36:4, v/v, 200,0 mL), placa de alumínio coberta com sílica gel G (20 

x 10 cm x 0,2 mm) como FE e anisaldeído sulfúrico como revelador. Após comparação, as 

frações obtidas foram reunidas conforme perfil obtido (SANTOS, 2008). 

 

5.4. Pré-tratamento das amostras para análise em CLAE-DAD 
 

 O procedimento para o pré-tratamento das subfrações FA para análise em CLAE-DAD 

analítico consistiu em pesar aproximadamente 10 mg de cada subfração, solubilização em 1,5 

mL de MeOH/H2O (98:2, v/v) e aplicação em cartucho de C-18, previamente ativado com 

MeOH puro. Em seguida, eluição da amostra com mais 3,0 mL de MeOH/H2O 98:2 (v/v) e, 

por fim, mais 4,5 mL de MeOH para limpeza do cartucho para a próxima amostra, 3 amostras 

por cartucho. Após este procedimento, todas as subfrações eluídas com MeOH/H2O 98:2 
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foram concentradas até eliminação total dos solventes e a seguir dissolvidas em 10 mL 

MeOH, obtendo-se uma concentração final de aproximadamente 1,0 mg/mL. 

 

5.5. CLAE analítico 
 

 As análises das subfrações FA foram realizadas em CLAE-DAD (CLAE 1), no modo 

analítico, utilizando coluna de fase reversa C-18, eluição no modo gradiente linear iniciando 

com H2O/MeOH/ACN 34:22:44 e finalizando com 00:47:53 em 42 minutos, mais 5 minutos 

isocrático na condição final, volume de injeção de 10 µL, vazão de 0,80 mL/min e detecção 

no UV (200-400 nm). Os cromatogramas foram registrados utilizando a leitura em 235 nm. 

 

5.6. Desenvolvimento do método em CLAE preparativo e purificação 
 

 A estratégia utilizada para o desenvolvimento do método em CLAE-C18 preparativo 

incluiu inicialmente a otimização da resolução cromatográfica em modo isocrático, 

determinação dos valores máximos de carga (massa de amostra por injeção), volume de 

injeção em coluna analítica (250 x 4,6 mm, 5 µm) e vazão da fase móvel, com posterior 

escalonamento para coluna preparativa (250 x 22,1 mm, 10 µm). A força de eluição foi 

ajustada entre k` = 7-20 para o último pico, em modo isocrático e para a composição da FM 

foram avaliadas misturas binárias e ternárias de H2O, MeOH e ACN. 

 As equações abaixo foram retiradas de Snyder; Kirkland; Glajch, 1997. 

k`= tr – tm 
      tm 

k`- fator de retenção 
tr – tempo de retenção do pico 
tm – tempo morto 

Rs = 2.(tr1 + tr2)  
         (W1 +W2) 

 Rs – resolução 
 tr1 – tempo de retenção do primeiro pico 

tr2 – tempo de retenção do segundo pico 
 W1 – largura do primeiro pico 

W2 – largura do segundo pico 
 

 O isolamento, realizado no equipamento CLAE 3, seguiu conforme os resultados 

obtidos a partir do desenvolvimento do método em CLAE analítico. Foi calculado o fator de 
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escalonamento (21,2) para transferência de escala analítica/preparativa. Este fator leva em 

consideração as dimenões das colunas analítica e preparatia.  

X = (L.Dcol. prep)2/(l.dcol. anal)
2 = (25.21,2)2/ (25. 0,46)2 = 21,2 

X – fator de escalonamento 
L – comprimento da coluna preparativa; 
Dcol. prep – diâmetro da coluna preparativa; 
L – comprimento da coluna analítica; 
dcol. anal – diâmetro coluna analítica; 

 

 parâmetros a serem calculados a partir do fator de escalonamento 

Ccol. prep. = X . Ccol anal 

Vinj col. prep. = X. Vinj col anal 

Fprep = X. Fanal 

tprep = X. Fprep . tanal 

      Fanal 
Ccol. prep – carga em coluna analítica 
Ccol anal – carga e coluna preparativa 
Vinj col. prep – volume de injeção em coluna preparativa 
Vinj col anal –volume de injeção em coluna analítica 
Fprep – vazão da fase móvel em coluna preparativa 
Fanal – vazão da fase móvel em coluna analítica 
tprep – tempo de retenção em coluna preparativa 
tanal – tempo de retenção em coluna analítica 

 

Inicialmente, os picos majoritários foram coletados em coletor automático constituído 

de um conjunto de 63 tubos de ensaio (15 mL por tubo de ensaio). A análise por CLAE 

analítico (equipamento CLAE 1 e/ou 4) das frações recolhidas nos tubos de ensaio permitiu 

reuní-las de acordo com a pureza cromatográfica. 

 Para remover impurezas ainda presentes nas frações selecionadas da etapa anterior, 

uma etapa adicional de purificação foi utilizada. Para tal, foi otimizado um modo isocrático, 

sendo a  FM constituída por H2O/MeOH 20:80 (v/v), vazão de 17 mL/min, coluna preparativa 

(250 x 22 mm, 5 µm). 

 Também foi avaliado o modo reciclante para a purificação final das substâncias, 

utilizando FM composta de H2O/MeOH 15:85 (v/v) e vazão de 16 mL/min, coluna 

preparativa (250 x 22 mm, 5 µm). 
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5.7. Identificação das casearinas 
 
 A identificação das casearinas isoladas foi realizada por RMN uni e bidimensional de 
1H e 13C e gHMBC, gHMQC e gCOSY dissolvida em piridina-d5, além da utilização da 

espectrometria de massas para confirmação da massa molecular dissolvida em MeOH. 

 Também foi verificada a rotação ótica específica, [α]D, solubilizando a amostra em 

MeOH ou CHCl3. 

 

5.8. Avaliação da pureza 
 

 A análise de pureza por CLAE-DAD das substâncias isoladas consistiu na utilização 

do equipamento CLAE 4 e de duas colunas cromatográficas com diferentes seletividades (C-

18 e Fenil-Hexil), eluição da FM em gradiente linear composta de H2O/MeOH na proporção 

de 35:65 até 00:100 em 60 min, mais 10 min isocrático na condição final, vazão de 1 mL/min 

e detecção no UV (200-400 nm). Os cromatogramas foram registrados utilizando a leitura em 

235 nm.  

 A técnica de CLAE-EM foi utilizada na tentativa de identificação das impurezas 

orgânicas presentes nas substâncias isoladas. A eluição da FM ocorreu em gradiente linear 

iniciando com H2O/MeOH 65:35 e finalizando em 00:100 em 15 min, mais 5 min na condição 

final. O espectrômetro de massas operou no modo positivo, ionização por ESI, nitrogênio 

como gás nebulizador. 

 As técnicas de RMN de 1H e 13C foram utilizadas para a caracterização estrutural das 

substâncias e para avaliar a presença de sinais de impurezas. 

 As substâncias foram caracterizadas pelas curvas TG e DSC com razão de 

aquecimento de 10 ºC/ min para a TG e de 5 ºC/ min e 10 ºC/ min para a DSC. 

 A composição percentual de C e H das substâncias isoladas foi determinada pela 

análise elementar. 
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6. Resultados e discussão 
 

6.1. Cromatografia em coluna e CCDC 
 
 A partir da aplicação de 16,8 g da fração EFS-2 foram obtidas 50 subfrações, 

nomeadas FA, e essas foram analisadas por CCDC (Figura 2). Após análise das 

cromatoplacas, as subfrações foram reunidas e novamente analisadas em CCDC (Figura 3). 

As distribuição de massas das 17 subfrações obtidas (Figura 4) e o rendimento da CC estão 

indicadas na Tabela 3. A CC apresentou alto rendimento (recuperação) após este processo de 

separação (99,6 %). 

 
Figura 2. CCDC das 50 subfrações FA obtidas da CC-Si. 
 

 
Figura 3. CCDC das 17 subfrações FA após reunião conforme Tabela 1. 
 

2   3   7    9   10  12  16  18  21  24   30  31 34   41 45   48    50 
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Figura 4. Diagrama de barras representando a distribuição de massas das 17 subfrações FA obtidas a partir da 
CC-Si. 
 

Tabela 3. Identificação das subfrações, balanço de massa da CC-Si e rendimento em relação à 16,8 g da fração 
EFS-2. 
 

Subfrações Nome das Frações Massa (g) Rendimento da CC (%) 

1 e 2 FA2 0,870 5 

3 FA3 1,116 7 

4,5,6 e 7 FA7 1,818 11 

8 e 9 FA9 3,882 23 

10 FA10 1,341 8 

11 e 12 FA12 1,130 8 

13, 14, 15 e 16 FA16 1,815 11 

17 e 18 FA18 0,704 4 

19, 20 e 21 FA21 0,616 4 

22, 23 e 24 FA24 0,383 2 

25, 26, 27, 28, 29 e 30 FA30 0,937 6 

31 FA21 0,108 0,7 

32, 33 e 34 FA34 0,297 2 

35, 36, 37, 38, 39, 40 e 41 FA41 0,523 3 

42, 43, 44 e 45 FA45 0,246 1,5 

46, 47 e 48 FA48 0,073 0,4 

49 e 50 FA50 0,500 3 

 Total 16,359 99,6 
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6.2. Pré-tratamento das subfrações e análise por CLAE-DAD analítico 
 

 Realizados os pré-tratamentos nas 17 subfrações FA conforme procedimento adotado, 

estas foram analisadas em CLAE-DAD no modo analítico para verificar o perfil químico de 

cada subfração, assim como a análise de uma amostra de caseargrewiina F isolada 

anteriormente por Santos (2008), utilizando coluna de fase reversa C-18, eluição no modo 

gradiente linear iniciando com H2O/MeOH/ACN 34:22:44 e finalizando com 00:47:53 em 42 

minutos, mais 5 min isocrático na condição final, vazão de 0,80 mL/min e detecção no UV 

(200-400 nm) e à 235 nm. 

 Os resultados do fracionamento da EFS-2 em CC-Si demonstram boa separação 

cromatográfica, fornecendo subfrações de composição simplificada, algumas constituídas 

principalmente por uma casearina já em alto grau de pureza, como as subfrações 16, 18, 21 e 

24 (Figura 5), e praticamente todos os picos das subfrações obtidas apresentaram máximos de 

absorção no comprimento de onda de aproximadamente 235 nm, que é característico do dieno 

conjugado presente na cadeia lateral em C-9 das casearinas (CARVALHO et. al., 1998; 

ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2007). 
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Figura 5. Cromatogramas das subfrações FA, obtidos em CLAE-DAD fase reversa C-18 e registrados em 235 
nm. 
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 A análise dos cromatogramas (Figura 5) evidencia a presença apenas de um pico mais 

intenso nas subfrações FA18, FA21 e FA24, indicando uma substância predominante, sendo 

necessária apenas uma simples purificação em CLAE no modo preparativo para obtê-las com 

alto grau de pureza. Além disso, os máximos de absorção no UV para estas três subfrações 

são 202 e 235 nm (Figura 6), e comparando o tempo de retenção com o da caseargrewiina F, 

pode-se sugerir que esta está presente nessas subfrações. 
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Figura 6. Espectro no UV de caseargrewiina F e das subfrações FA18, FA21 e FA24. 
 

6.3. Desenvolvimento de método em CLAE preparativo 
 

 A próxima etapa realizada foi o desenvolvimento do método para o isolamento e 

purificação das casearinas em CLAE preparativo e a subfração 9 (FA9) foi escolhida para o 

desenvolvimento do método cromatográfico por possuir maior massa que as demais e por 

apresentar-se constituída exclusivamente por casearinas inclusive a casearina X, isolada por 

Santos (2008) desta subfração. Os resultados farmacológicos obtidos por Santos (2008) 

indicam que a casearina X é um dos princípios ativos com atividade antiulcerogênica 

presentes no extrato etanólico das folhas. 

 Seguindo a estratégia proposta para o desenvolvimento cromatográfico, foi ajustada a 

força de eluição da FM para k` entre 7-18 para o último pico com as misturas binárias e 

ternárias de H2O/MeOH, H2O/ACN e H2O/MeOH/ACN no modo isocrático (Figuras 7, 8 e 

9). 

Caseargrewiina F FA18 

FA21 FA24 
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Figura 7. Cromatogramas do desenvolvimento cromatográfico para o ajuste da força de eluição da FM (k `7 – 
18) em CLAE-UV da subfração FA9 com mistura binária H2O/MeOH. 

H2O/MeOH 22:78 

MeOH/H2O 74:26 

H2O/MeOH 30:70 

k`= 17,4 

k`= 11,5 

k`= 7,2 
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Figura 8. Cromatogramas do desenvolvimento cromatográfico para o ajuste da força de eluição da FM (k `7 – 
18) em CLAE-UV da subfração FA9 com mistura ternária H2O/MeOH/ACN. 

H2O/MeOH/ACN 25:39:36 

H2O/MeOH/ACN/ 30:37:33 

H2O/MeOH/ACN 35:35:30 
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Figura 9. Cromatogramas do desenvolvimento cromatográfico para o ajuste da força de eluição da FM (k `7 – 
18) em CLAE-UV da subfração FA9 com mistura binária H2O/ACN. 
 

 Observa-se na figura 9 a inversão dos dois picos majoritários, seno que isso ocorre por 

causa da diferença de seletividade da FM quando a mistura H2O/MeOH é substituída por 

H2O/ACN. 

 Após a otimização do fator de retenção, calculou-se a resolução para o par de picos 

cromatográficos com pior separação e, a partir disso, foi construída uma curva de superfície 

de resposta para se obter a melhor composição da FM (Figura 10) visando a melhor resolução 

do par de picos mais difícil de separar. A Tabela 4 apresenta a composição da FM e a 

resolução cromatográfica para os picos com menor resolução. 

 

H2O/ACN 29:71 

H2O/ACN 35:65 

H2O/ACN 40:60 

k`= 7,0 

k`= 13,3 

k`= 18,5 
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Tabela 4. Composição da FM e resolução cromatográfica dos picos com menor resolução. 

H2O (%) MeOH (%) ACN (%) Resolução 

22 78 0 0,80 

26 74 0 1,25 

27 73 0 1,25 

29 0 71 0,70 

35 0 65 1,25 

40 0 60 1,25 

25 39 36 0,80 

30 37 33 1,25 

33 37 30 1,00 

 

 Com o planejamento de misturas foi possível construir a curva de superfície (Figura 

10), que apresenta uma maior resolução para a composição de FM ternária H2O/MeOH/ACN 

30:50:20 (v/v). Para verificar a eficácia desta otimização foi feita uma análise cromatográfica 

utilizando essa FM (Figura 11). Esta análise apresentou boa separação cromatográfica entre os 

picos, confirmando a eficácia do planejamento realizado, e foi utilizada para a continuidade 

do trabalho, ou seja, o isolamento das substâncias majoritárias dessa subfração. 

 

 

Figura 10. Diagrama de superfície para determinação da melhor resolução para a composição de FM 
(H2O/MeOH/ACN 30:50:20 (v/v)). 
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Figura 11. Cromatograma da subfração FA9, obtido na condição ótima indicada pelo gráfico de superfície de 
resposta da Figura 10, utilizando o equipamento CLAE-1. 
 

 Otimizada a composição da FM, o próximo passo foi ajustar o volume de injeção, 

carga e vazão do sistema ainda em modo analítico. O objetivo desta etapa foi realizar um 

planejamento variando o volume de injeção, carga e vazão do sistema cromatográfico e 

obtendo como resposta a resolução cromatográfica. Cada parâmetro foi avaliado em três 

condições diferentes: concentração (1,0; 4,0 e 7,0 mg/mL), volume de injeção (20, 50 e 80µL) 

e vazão (1,0; 1,3 e 1,6 mL/min). 

 A solubilidade da subfração na FM foi determinada para evitar precipitação da 

amostra na coluna, sendo que esta foi de 10 mg/mL. Assim, optou-se por trabalhar em uma 

concentração máxima igual a 70 % da solubilidade da amostra na FM (7,0 mg/mL). 

 Abaixo estão apresentados os resultados obtidos em cada análise cromatográfica 

realizada (Figura 12, 13 e 14). 
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Figura 12. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injeção da amostra e vazão da FM (as condições 
estão nos cromatogramas). 
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Figura 13. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injeção da amostra e vazão da FM (as condições 
estão nos cromatogramas). 
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Figura 14. Cromatogramas obtidos nos testes de carga, volume injeção da amostra e vazão da FM (as condições 
estão nos cromatogramas). 
 

 Observa-se (Figuras 12, 13 e 14) a deformação dos picos e seu alargamento com o 

aumento da quantidade de amostra injetado. Ressalta-se que em pequenas quantidades de 

substrato a absorção dos analitos é linear e em grandes quantidades esse comportamento não 

ocorre (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; KNOX; PYPER, 1986).  

 Após análise dos resultados, foram definidos o volume máximo de injeção (80 µL), 

carga por injeção [0,56 mg (7,0 mg/mL)] e vazão da FM (1,6 mL/min), pois esta condição foi 

a que apresentou o menor tempo de retenção, a maior quantidade e volume injetados, sem 

perda significativa de resolução entre os picos. As demais condições, embora apresentem boa 

separação, não foram selecionadas, pois apresentam tempos de análise longos e/ou menor 

capacidade de amostra injetada. 
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Utilizando o fator de escalonamento de 21,2 (item 5.6, pag. 27-28), calculou-se para a 

coluna preparativa os valores dos parâmetros estudados: volume de injeção (Vinj prep = 1,7 

mL), carga por injeção (Ccol prep = 11,9 mg) e vazão (Fcol prep = 33,0 mL/min). O cromatograma 

no modo preparativo (Figura 15), obtido no equipamento CLAE 3, demonstra a adequada 

transferência de escala (analítica – preparativa) para o método desenvolvido. 
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Figura 15. Cromatogramas em modo analítico e preparativo, a partir das condições otimizadas: volume de 
injeção (80 µL/ 1,7 mL), carga (0,56 mg/ 11,9 mg) e vazão (1,6 mL/min/ 33 mL/min), (coluna Phenomenex® 
Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 µm). 
 

6.4. Isolamento e purificação em CLAE preparativo 
 
 Foram avaliados dois modos preparativos para a purificação de casearinas da 

subfração FA9: purificação por passagem única na coluna preparativa e purificação utilizando 

o modo preparativo reciclante para a subfração FA18. Em ambos os casos partiu-se das 

condições cromatográficas otimizadas em coluna analítica. 

 

6.4.1 Isolamento no modo isocrático 
 

 Desenvolvido o método e definidos os parâmetros de volume de injeção, carga e vazão 

em coluna analítica e com seu devido escalonamento para a coluna preparativa, partiu-se para 

o isolamento das duas substâncias majoritárias nesta fração (FA9). 

Cromatograma preparativo 

Cromatograma analítico 
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 Apesar do estudo de carga ter sido realizado no modo analítico, também foram feitos 

testes de carga para avaliar a pureza das duas substâncias a serem isoladas já em modo 

preparativo, injetando-se 11,9 mg; 7,0 mg e 28,0 mg da subfração. 

 Na primeira análise preparativa utilizando as condições de carga estabelecidas, 

realizou-se o fatiamento dos dois picos majoritários, com o objetivo de avaliar a pureza das 

substâncias nas várias porções de cada pico e assim determinar os melhores pontos de cortes 

das frações. Utilizou-se coletor automático, programado para fatiar os picos a cada 15 mL de 

FM (Figura 16). Foi retirada uma alíquota de cada fração (fatias) para análise em CLAE-

DAD, com volume de injeção de 50 µL (Tabela 5). As frações (fatias) foram reunidas de 

acordo com o grau de pureza observado nos respectivos cromatogramas, sendo que, para o 

primeiro pico, as frações (fatias) reunidas foram de 4 a 9, obtendo-se a substância referente a 

este pico com 71% de pureza (Figura 17 A) e para o segundo pico, foram reunidas as frações 

13 a 19, obtendo-se um teor de 80% de pureza para essa segunda substância (Figura 17 B). 

Esses teores de pureza foram determinados de forma preliminar, a partir da porcentagem de 

área normalizada obtida nos cromatogramas, respectivamente. 

 Foram realizados os experimentos, da mesma forma, para injeção com quantidades de 

7,0 e 28,0 mg (Figuras 18 e 19). 
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Figura 16. Cromatograma em modo preparativo para avaliação da pureza dos dois picos majoritários, volume 
injeção (1,7 mL), carga por injeção (11,9 mg) e vazão (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 
10 µm. 
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Tabela 5. Avaliação da pureza cromatográfica após injeção em CLAE preparativo. 

Tubo ensaio Pureza (%) Tubo ensaio Pureza (%) 

4 80 16 93 

5 79 17 92 

6 84 18 93 

7 84 19 93 

8 84 20 92 

9 81 21 77 

10 83 22 87 

11 84 23 91 

12 84 24 94 

13 94 25 97 

14 95 26 89 

15 94   

 

 

 

Figura 17. Avaliação da pureza em CLAE analítico após reunião dos tubos de ensaio, primeiro pico acima e 
segundo pico abaixo. 
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Figura 18. Cromatograma em modo preparativo para avaliação da pureza dos dois picos majoritários, carga por 
injeção (7,0 mg) e vazão (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10µm. 
 

Tabela 6. Avaliação da pureza cromatográfica após injeção em CLAE preparativo com carga de 7 mg. 
T. Ensaio Pureza (%) T. Ensaio Pureza (%) 

4 Não identificado 13 64 
5 72,0 14 82,3 
6 Não identificado 15 92,4 
7 71,0 16 92,8 
8 75,4 17 92,5 
9 66,1 18 92,3 

10 78 19 90,1 
11 61 20 100,0 
12 66,4 21 86,3 
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Figura 19. Cromatograma em modo preparativo para avaliação da pureza dos dois picos majoritários, carga por 
injeção (28,0 mg) e vazão (33,0 mL/min), Phenomenex® Luna C-18. 250 x 21,2 mm, 10 µm. 
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Tabela 7. Avaliação da pureza cromatográfica após injeção em CLAE preparativo com carga de 28 mg. 
T. Ensaio Pureza (%) T. Ensaio Pureza (%) 

0 77,0 10 92,7 
1 94,9 11 91,4 
2 96,3 12 91,2 
3 91,7 13 89,9 
4 89,0 14 88,2 
5 83,4 15 83,8 
6 70,2 16 78,6 
7 76,4,8 17 80,1 
8 91,6 18 80,7 
9 93,1 19 84,7 

 

 As partir das Tabelas 6 e 7 é possível avaliar o nível de pureza aplicando-se tanto 7,0 

mg como 28,0 mg. Observou-se que os dois picos majoritários continuara apresentando 

contaminação mesmo com uma menor carga por injeção, sendo necessário um novo 

procedimento cromatográfico para obter estas substâncias com pureza maior que 95%. Assim, 

foi escolhida para isolamento das substâncias a condição que apresentou maior quantidade de 

carga (28,0 mg) e coletando sempre a região central dos picos. 

 Desta forma, foram utilizados 500 mg da subfração FA9, subdivididos em 18 injeções 

de ~28 mg, para o isolamento destas duas substâncias majoritárias. Obtiveram-se 10 mg do 

primeiro pico (Pico 1) e 78,1 mg do segundo (Pico 2). O Pico 2 apresentou duas 

contaminações, a primeira apresentando um ombro no final do pico 2 e o pico 3 e, desta 

forma, a fração foi submetida novamente em CLAE preparativa com FM constituída de 

H2O/MeOH 20:80 (v/v) e vazão de 17 mL/min (Figura 20). 
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Figura 20. Cromatogramas em modo analítico (acima) e preparativo (abaixo) massa aplicada de 78,1 mg. 
Coluna Phenomenex® Luna C-18. 250 x 4,6 mm, 5 µm, vazão 0,8 mL/min e Coluna Phenomenex® Gemini C-18. 
250 x 21,2 mm, 5 µm, vazão de 17 mL/min). 
 

 Ao avaliar os cromatogramas (Figura 20), foi possível constatar uma boa resolução 

cromatográfica no modo analítico, importante fator para se obter essa substância com alta 

pureza. Utilizando essa condição cromatográfica no modo preparativo, obtiveram-se 30 mg da 

substância correspondentes ao pico 2 e 3 mg do contaminante eluido em aproximadamente 20 

min (Figura 20, pico 3). 

 

6.4.2 Isolamento no modo reciclante 
 

 No desenvolvimento em modo reciclante, para o isolamento de casearinas, 

primeiramente foi ajustada a força de eluição da FM móvel binária H2O/MeOH 15:85 (v/v), 

vazão de 0,8 mL/ min em coluna analítica e posterior transferência de escala para a coluna 

preparativa, com vazão de 17 mL/ min (Figura 21). Essa condição foi otimizada para a 

subfração FA18, pois esta era constituída principalmente pela caseargrewiina F, que também 

apresentou resultados bons para a atividade antiulcerogênica no trabalho de Santos (2008) e 

na proteção contra danos no DNA em baixas concentrações (OLIVEIRA et al., 2009). 

 Foi possível obter o constituinte principal por este processo de isolamento, modo 

reciclante, a partir da subfração FA18, em que o pico majoritário foi submetido a seis reciclos 

antes da coleta. Em cada ciclo o início e final do pico foram descartados para obtenção de 

maior pureza no pico principal, evitando a contaminação pelo alargamento desse com a 

Cromatograma preparativo 

Cromatograma analítico 

Pico 3 
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substância adjacente (Figura 21). Aplicou-se 350 mg da amostra em 7 injeções de 50 mg cada, 

obtendo-se ao final 60 mg da substância principal. 
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Figura 21.Cromatogramas em modo analítico (acima) e preparativo modo reciclante (abaixo); volume de 
injeção (7,0 mL), carga (50,0 mg) e vazão (17 mL/min), (coluna Phenomenex® Gemini C-18. 250 x 21,2 mm, 5 
µm). 
 

6.5. Identificação e elucidação estrutural 
 

 As substâncias foram identificadas como casearina J (Pico 1, 10 mg), casearina X 

(Pico 2, 30 mg), uma casearina inédita nomeada casearina Z (Pico 3, 3 mg), isoladas a partir 

da subfração FA9, e a caseargrewiina F (60 mg) obtida no modo reciclante a partir da 

subfração FA18 (Figuras 22, 23, 24 e 25). 

 A casearina J foi descrita pela primeira vez por Morita e colaboradores (1991), sendo 

o único relato de isolamento na literatura. A casearina X é bem conhecida neste grupo de 

pesquisa, tendo sido isolada anteriormente nos trabalhos de mestrado (SANTOS, 2001) e 

doutorado (TININIS, 2006; SANTOS, 2008) a partir do extrato entanólico das folhas de C. 

sylvestris. A caseargrewiina F foi isolada primeiramente dos frutos de Casearia grewiifolia 

(KANOKMEDHAKUL; KANOKMEDHAKUL; BUAYAIRAKSA, 2007) e também nos 

trabalhos de Tininis (2006) e Santos (2008), a partir do extrato etanólico das folhas de C. 

sylvestris. 

 

Cromatograma preparativo 

Cromatograma analítico 
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6.5.1. Casearina J 
 
 A casearina J foi obtida como um pó branco. Seu espectro de RMN de 13C, obtido em 

piridina deuterada, apresenta 31 carbonos (Anexos 4-5, pags. 105-106), semelhantes àqueles 

apresentados por outras casearianas descritas na literatura (CARVALHO et al., 1998; 

ITOKAWA et al., 1990) e similar à isolada por Morita e colaboradores (1991), espectros 

obtido em clorofórmio deuterado. 

 O espectro de massas de alta resolução (HRTOF-ESIMS) no modo positivo (Anexo 1, 

pag. 102), apresentou sinais relativos aos íons [M+Na]+ e [M+K]+ com valores de m/z 

585,3034 e 601,2904 (massas teóricas calculadas para C31H46O9Na+ e C31H46O9K
+ foram, 

respectivamente, 585,3034 e 601,2773). A banda de absorção no UV em 234,6 nm é 

característica de dieno conjugado das casearinas (CARVALHO et al, 1998), cuja presença 

pode ser confirmada pelos sinais observados na região olefínica do espectro de RMN de 1H 

(Anexo 3, pag 104), mostrando os acoplamentos cis/trans da ligação dupla terminal 

monossubstituída H-15a e H-15b [5,21 ppm (d, J = 11,0 Hz), 5,24 ppm (d, J = 17,0 Hz)], com 

hidrogênio vicinal, H-14, em 6,68 ppm (dd, J= 11,0 e 17 Hz), além do outro sinal, H-12, em 

5,50 ppm (d, J= 8,0 Hz), que pode ser atribuído ao hidrogênio da outra dupla ligação 

conjugada.  

 O sistema decalínico é confirmado pela similaridade dos deslocamentos químicos de 
13C com os apresentados na literatura, além das correlações apresentadas nos mapas de 

contorno COSY e HMBC. 

 Os sinais de carbonos metínicos oxigenados em 97,1 e 99,1 ppm (Anexo 4, pag. 105), 

C-18 e C-19 respectivamente, indicam a presença do anel diacetálico no anel C. A correlação 

entre o hidrogênio H-19 (s, 7,24 ppm) e os carbonos C-5 e C-6 (55,0 e 74,7 ppm, 

respectivamente) no mapa de contorno HMBC (Anexo 12, pag. 113), definem a posição deste, 

além disso, a correlação entre esse hidrogênio H-19 e o carbono carbonílico em 169,7 ppm 

caracteriza a posição do substituinte acetato (Anexo 15, pag. 116). 

 O butanoato em 173,6 ppm foi posicionado na posição 18. 

 A posição da metoxila foi determinada pela correlação entre os hidrogênios da 

metoxila (O-CH3, s, 3,39 ppm) com o C-2 (73,2 ppm) (Anexo 13, pag. 114). 

 Os hidrogênios H-20 (s, 0,98 ppm) apresentam correlação com o C-9 (40,1 ppm) 

(Anexo 11, pag. 112) e a correlação entre H-20 e C-11 (30,9 ppm) sugere o posicionamento 

da cadeia lateral no C-9 (Anexo 11, pag. 112). As correlações no COSY entre os hidrogênios 

H-17 (d, 1,04 ppm, J= 7,0 Hz) e H-8 (t, 5,64 ppm, J = 11,0 Hz) sugerem a posição deste 
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grupo metila (Anexo 16, pag. 117), além das correlações no mapa de contorno HMBC entre 

os H-17 com os carbonos C-7, C-8 e C-9 (76,4; 41,7 e 40,1 ppm) (Anexo 13 e 11, pags.114 e 

112). 

 As casearina já isoladas com configuração trans entre C-17 e C-20, apresentam 

deslocamento químico cerca de 15,0 e 26,0 ppm. Quando existe um substituinte oxigenado 

em C-7, é observada uma absorção em menor freqüência para C-17 (11,0 ppm). Este fato 

sugere a existência de um efeito de blindagem (gama) produzido pelo substituinte oxigenado 

presente em C-7 sobre o C-17 (SANTOS, 2008). No caso da casearina J, as absorções em 

11,7 e 26,0 ppm para C-17 e C-20, respectivamente, indicam a relação trans entre estas 

metilas. Além disso, com essa informação é possível sugerir o posicionamento do segundo 

grupo butanoato com o carbono carbonílico em 173,4 ppm no C-7. 

 A correlação entre H-11 (dd, 2,69 ppm, J = 9,0 e 16,0 Hz) e H-12 (d, 5,5 ppm; J = 9,0 

Hz) correspondente as ligações presentes no grupo lateral (Anexo 17, pag.118). 

 Os hidrogênios H-16 (s, 1,75 ppm) apresentam correlação com os carbonos C-12; C-

13, C-14, C-15 (127,5; 134,1; 134,3;  ppm) (Anexo 14 , pag. 115). 

 A casearina J e dextrorrotatória +29,0º (c 0,7, CHCl3) consistente com o resultado 

apresentado por Morita e colaboradores (1991) +29,9º. 
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Figura 22: Casearina J e principais correlações encontradas no mapa de contorno HMBC, respectivamente. 
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Tabela 8. Dados espectroscópicos de RMN de 13C, 1H obtidos em 125 e 500 MHz, respectivamente, gHMBC e 
gCOSY, em piridina-d5 para a casearina J. 

Casearina J 
Morita et al. 

(1991) em 
CDCl3 

 13C (ppm) 1H (ppm/ J Hz) gHMBC (ppm) gCOSY (ppm) 13C (ppm) 

C1 26,5 t 1,99 - 2,78 25,6 t 

C2 73,3 d 3,97 t (4) -  72,6  d 

C3 123,8 d 6,38 d (4) 73,3  123,5 d 

C4 144,5 s - -  142,9 s 

C5 55,0 s - -  53,8 s 

C6 74,7 d 4,24 d (10) 55,0; 76,4; 99,1  75,2 d 

C7 76,4 d 5,64 t (11) 74,7 2,07 75,4  d 

C8 41,7 d 2,07 m 11,7 1,04; 5,64 41,1 d 

C9 40,1 s - -  39,4 s 

C10 36,9 d 2,78 dd (3; 13)   35,8 d 

C11 30,9 t 2,69 dd (9,0; 16)  5,5 30,3 t 

C12 127,5 d 5,50 d (8,0)  2,69 125,8 d 

C13 134,1 s - -  133,9 s 

C14 134,3 d 6,68 dd (10,5; 17,3)  5,24 133,4 d 

C15 114,7 t 5,21 dd (11) 5,24 (17) 20,4; 134,1; 134,3 6,68 114,6 t 

C16 20,4 q 1,75 s 114,7; 127,5; 134,1; 134,3  20,2 q 

C17 11,7 q 1,04 d (7) 40,1; 41,7; 76,4 2,07 11,1 q 

C18 97,1 d 7,14 t (1,5) 99,1  95,6 d 

C19 99,1 d 7,24 s 74,7; 55,0; 97,1; 144,5; 169,7  97,5 d 

C20 26,0 q 0,98 s 30,9; 41,7; 40,1; 37,0  25,4 q 

OAc 21,8 q 1,92 s 169,7  21,3 q 

OAc 169,7 s -   169,0 s 

OBu 14,1 q 0,84 t (7,5) 18,9 1,58 13,5 q 

OBu 13,8 q 0,90 t (7,5) 19,2 0,84; 2,35 13,7 q 

OBu 18,9 t 1,57 m 13,8 1,58 18,3 t 

OBu 19,1 t 1,66 m 14,1  18,6 t 

OBu 36,7 t 2,35 t (7,5) 13,8; 18,9  36,3 t 

OBu 36,8 t 2,40 m 14,1; 19,2  36,4 t 

OBu 173,4 s -   173,7 s 

OBu 173,6 s -   174,3 s 

OMe 56,9 q 3,39 s 73,3  57,0 q 

 

6.5.2. Casearina X e caseargrewiina F 
 
 A casearina X e a caseargrewiina F (Figuras 23 e 24) foram identificadas comparando-

se os respectivos espectros de 1H e 13C (Anexos 18 a 22 e 23 a 26, pags. 119-123 e 124-127) 

com os dados obtidos por Santos (2008) para estas duas substâncias (Tabela 9 e 10). Como os 
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deslocamentos químicos são idênticos e as substâncias foram obtidas da mesma planta 

estudada por Santos, não foi necessário utilizar técnicas bidimensionais para confirmação 

estrutural destas casearinas. 
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Figura 23. Casearina X 
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Tabela 9. Dados espectroscópicos de RMN de 13C e 1H obtidos em 125 e 500 MHz, respectivamente, em 
piridina-d5 para a casearina X. 

 Casearina X Dados obtidos por Santos (2008) 

 13C (ppm) 1H (ppm/ J Hz) 13C (ppm) 

C1 27,6 t 2,08 m; 2,14m 27,6 t 

C2 67,4 d 5,73 t (4,5) 67,4 d 

C3 121,6 d 6,34 dl (4,5) 121,6 d 

C4 147,8 s - 147,8 s 

C5 54,8 s - 54,8 s 

C6 72,8 d 4,18 dd (11,0; 5,0) 72,9 d 

C7 38,1 t 1,88- 1,94 m 38,1 t 

C8 37,0 d nd 37,0 d 

C9 38,6 s - 38,6 s 

C10 37,7 d 2,76 dd (13,5; 3,5) 37,7 d 

C11 30,0 t 1,93 m 2,49 dd (16,0; 9,0) 30,0 t 

C12 128,4 d 5,64 dl (9,0) 128,4 d 

C13 134,0 s - 134,0 s 

C14 134,4 d 6,81 dd (17,0; 11,0) 134,4 d 

C15 114,6 t 5,13 d (11,0) 5,26 d (17,0) 114,6 t 

C16 20,7 q 1,84 sl 20,7 q 

C17 16,1 q 0,88 d (7,5) 16,1 q 

C18 97,3 d 7,45 t (1,5) 97,3 d 

C19 99,2 d 7,16 s 99,2 d 

C20 25,5 q 0,87 s 25,5 q 

OAc 22,0 q 2,04 s 22,0 q 

OAc 170,0 s - 170,0 s 

OBu 13,8 q 0,84 t (7,5) 13,8 q 

OBu 14,0 q 0,89 t (7,4) 14,0 q 

OBu 18,9 t 1,6 m 18,9 t 

OBu 19,2 t 1,6 m 19,2 t 

OBu 36,7 t 2,19 m 36,7 t 

OBu 36,7 t 2,32 m 36,7 t 

OBu 173,3 s - 173,3 s 

OBu 173,4 s - 173,4 s 
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Figura 24. Caseargrwiina F 
 
 Estas substâncias apresentaram rotação ótica específica de +50,3º (c 1,0, MeOH) para 

a casearina X e +53,1º (c 1,0, MeOH) para a caseargrewiina F. Estes resultados demonstram 

que essas substâncias são dextrorrotatórias. Esses valores contribuem para a identificação 

dessas substâncias quando comparados com os resultados obtidos por SANTOS (2008) para a 

casearina X (+54,3º) e para a caseargrewiina F (+55,1º) e confirmam as respectivas 

configurações relativas. 
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Tabela 10. Dados espectroscópicos de RMN de 13C e 1H obtidos em 75 e 300 MHz, respectivamente, em 
piridina-d5 para a caseargrewiina F. 

 Caseargrewiina F Dados obtidos por Santos (2008) 
13C 13C 1H (ppm J Hz) 13C 1H 

C1 27,7 t 2,40- 2,45 m 27,4 t 2,05-2,10 m 

C2 67,3 d 6,04 t(4,2) 67,0 d 5,73 t (4,0) 

C3 121,6 d 6,40 dl (3,9) 121,3 d 6,33 dl (4,0) 

C4 147,7 s - 147,3 s - 

C5 54,8 s - 54,5 s - 

C6 72,8 d 4,49 dd (9,9; 5,7) 72,5 d 4,17 dd (11,0; 5,0) 

C7 38,1 t 2,20- 2,26 m 37,8 t 1,88- 1,94 m 

C8 37,7 d nd1 37,4 d nd1 

C9 38,6 s - 38,3 s - 

C10 37,0 d 3,06 dd (12,9; 4,2) 36,7 d 2,74 dd (13,5; 3,5) 

C11 30,0 d 2,79 dd (16,0; 9,3) 29,7 d 
1,86- 1,92 m 

2,48 dd (16,0; 9,0) 
C12 128,4 d  128,1 d 5,63 dl (9,0) 

C13 134,0 s - 133,7 s - 

C14 134,4 d 7,21 dd (17,3 ;10,8) 134,1 d 6,80 dd (17,0; 11,0) 

C15 114,6 t 
5,43 d (11,1) 
5,55 d (17,4) 

114,3 t 
5,12 d (11,0) 
5,25 d (17,0) 

C16 20,7 q 2,14 sl 20,4 q 1,83 sl 

C17 16,1 q 1,19 m 15,8 q 0,88 d (6,0) 

C18 97,4 d 7,75 t (1,5) 97,1 d 7,43 t (1,5) 

C19 99,1 d 7,45 s 98,8 d 7,16 s 

C20 25,5 q 1,17 s 25,2 q 0,87 s 

OAc 21,4 q 2,32 s 21,1 q 2,02 s 

OAc 170,1 - 169,8 s - 

OAc 22,0 q 2,33 s 21,7 q 2,02 s 

OAc 170,8 s - 170,5 s - 

OBu 14,0 q 1,16 t 13,7 q 0,88 t (7,0) 

OBu 19,2 t 1,93 m 18,9 t 1,62 m 

OBu 36,7 t 2,48 m 36,4 t 2,18 m 

OBu 173,3 - 173,0 s - 
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6.5.3. Casearina Z 
 

 A seguir é apresentada a elucidação estrutural preliminar da casearina Z, pois não 

foram obtidos todos os experimentos de RMN necessários para a determinação da 

configuração relativa, além dos espectros no IV, UV e de massas. 

 À esta substância foi atribuída a fórmula molecular C28H42O7. Os dados de RMN de 
13C e DEPT (Tabela 11) apresentam 28 sinais de carbono (Anexo 30-31, pags. 131-132), 

sendo 6 quartenários, 9 metínicos, 7 metilenos e 6 metílicos (Anexo 32-33, pags. 133-134), 

semelhantes àqueles apresentados por outras casearinas (KANOKMEDHAKUL; 

KANOKMEDHAKUL; BUAYAIRAKSA, 2007; CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et 

al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2007). 

 O espectro de RMN de 1H apresentou um dubleto referente à metilas em 0,85 ppm (J 

= 5,5 Hz, H-17) (Anexo 28, pag. 129)e um singleto em 0,86 ppm (H-20) (Anexo 28, pag. 

129), um oximetileno em 5,66 ppm (sl, H-2) (Anexo 29, pag. 130), dois prótons metínicos em 

5,74 ppm (s, H-18) e 7,11 ppm (s, H-19) e um próton olefínico trissubstituído em 6,46 ppm 

(d, J = 4,0 Hz, H-3) (Anexo 29, pag. 130) são consistente com o esqueleto básico dos 

diterpenos clerodânicos isolados do gênero Casearia, além disso os dois hidrogênios 

metínicos (H-18 e H-19; Anexo 29, pag. 130)) confirmam a presença do anel diacetálico 

(KANOKMEDHAKUL et al., 2007; CARVALHO et al., 1998; ITOKAWA et al., 1990; 

MORITA et al., 1991; SANTOS et al., 2007). 

 As correlações encontradas no COSY em conjunto com as correlações encontradas no 

mapa de contorno HMBC ajudam a confirmar o sistema decalínico desse diterpeno 

clerodânico, H-1 e H-10, H-2 e H-1, H-2 e H-3, H-6 e H-7 (Anexo 44-45, pags. 143-144). 

 Os seis carbonos da cadeia lateral C-11 a C-16 mostram a presença de um grupo 

metileno terminal, consistente com a observação dos prótons 5,16 ppm (d, J = 10,5 Hz, H-

15a) e 5,27 ppm (d, J = 17,0, H-15b) (Anexo 29, pag. 130), os quais acoplam com o próton 

em 6,85 ppm (dd, J = 17,3 e 10,5, H-14) também confirmado pela correlação apresentado no 

COSY entre os H-14 e H-15 (Anexo 46, pag. 145). A outra dupla ligação em conjugação com 

a anterior é trissubstituída com sinal do próton em 5,57 ppm (dl, J = 8,5 Hz, H-12) 

apresentando correlação entre H-11 e H-12 (Anexo 45, pag. 144). Também apresenta 

correlações no mapa de contorno HMBC entre os prótons em 1,81 ppm (s, H-16) e os 

carbonos C-12 e C-14 (Anexo 43, pag. 142). 
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 A correlação no mapa de contorno HMBC entre a metila em 2,00 ppm (s) com o 

carbono carbonílico em 170,0 ppm define a posição dessa (Anexo 43, pag. 142)e a correlação 

entre o H-19 e o mesmo carbono define a posição dessa acetoxila (Anexo 42, pag. 141). 

 A correlação observada no COSY entre os prótons da metila em 1,12 ppm (t, J = 7,0 

Hz) e os prótons metilênico em 3,60/3,84 ppm demonstram sua conectividade e o 

deslocamento químico dos prótons em 3,60 ppm sugerem ser representativos de um grupo 

etóxi (Anexo 45, pag. 144). A correlação do próton H-18 e o carbono 65,1 ppm (etoxila) 

definem a posição desse grupo (Anexo 40, pag. 139). 

 Ao substituinte butanoato foi atribuído ao carbono com sinal em 67,3 ppm (C-2), 

consistente com os deslocamentos químicos apresentados para outras casearinas com esse 

substituinte em C-2 e com uma hidroxila em C-6 (72,3 ppm) (CARVALHO et al., 1998; 

ITOKAWA et al., 1990; MORITA et al., 1991; SANTOS, 2008). 

 Os deslocamentos químicos do C-17 e C-20 (16,0 e 25,6 ppm, Anexo 31, pag. 132) 

sugerem a relação trans entre eles, pois para as casearinas já relatadas quando o sistema trans 

está presente, os deslocamentos químicos para essas duas metilas estão em torno de 15,0 e 

26,0 ppm, enquanto que para a configuração cis os valores observados são de 16,0 e 18,0 

ppm, respectivamente. Assim, a configuração cis entre a junção dos anéis A e B pode ser 

confirmada a partir do deslocamento químico do C-20 (SANTOS, 2008). 

 Esta casearina é inédita por apresentar uma etoxila em C-18. Na literatura é descrita a 

mesma estrutura com uma metoxila nessa posição, tendo sido isolada dos frutos de Casearia 

grewiifolia e nomeada de caseargrewiina G (KANOKMEDHAKUL; KANOKMEDHAKUL; 

BUAYAIRAKSA, 2007). 
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Figura 25. Casearina Z e correlações apresentadas no mapa de contorno HMBC, respectivamente. 
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Tabela 11. Dados espectroscópicos de RMN de 13C e 1H obtidos em 75 e 500 MHz, respectivamente, em 
piridina-d5 para a casearina Z. 

Casearina Z 

 13C (ppm) 1H (ppm/ J Hz) gHMBC (ppm) gCOSY (ppm) 

C1 27,6 t 2,05 m 52,7 2,59 

C2 67,3 d 5,66 sl  2,05; 6,46 

C3 125,2 d 6,46 d (4,0) 27,6; 52,7; 103,7 5,66 

C4 146,3 s -   

C5 52,7 s -   

C6 72,3 d 4,08 dd (11,0; 4,5)  1,70/1,74; 1,85 

C7 36,7 t 1,85 m 35,9; 52,7; 72,3 4,08 

C8 35,9 d 1,74 m 36,7; 72,3  

C9 38,5 s -   

C10 38,0 d 2,59 dd (11,0; 5,0) 27,6; 52,7; 72,3  

C11 29,6 t 
1,86 m;  

2,49 dd (16,5; 10,0) 
134,4; 128,5 

 
5,57;  

C12 128,5 d 5,57 dl (8,5)  1,87; 2,49 

C13 133,9 s -   

C14 134,4 d 6,85 dd (17,3; 10,5) 20,6; 133,9 5,20 

C15 114,6 t 
5,16 d (10,5) 
5,27 d (17,0) 

133,9 
133,9 

6,85 

C16 20,6 q 1,81 s 134,4; 128,5  

C17 16,0 q 0,85 d (5,5)  1,74 

C18 103,7 d 5,74 s 52,7; 65,1; 98,8; 125,1; 146,7  

C19 98,8 d 7,11 s 52,7; 72,3; 103,7; 146,7; 170,0  

C20 25,6 q 0,86 s   

OAc 21,9 q 2,00 s 170,0  

OAc 170,0 s -   

OBu 14,02 q 0,90 t (7,5)  1,65 

OBu 19,2 t 1,64 m 14,0; 36,8  

OBu 36,8 t 2,27  14,0; 19,2  

OBu 173,3 s -   

OEt 15,3 q 1,12 t (7,0)  3,60/3,84 

OEt 65,1 t 3,60/3,84  1,12 
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 6.6. Avaliação da pureza 
 

6.6.1 Pureza Cromatográfica 
 

 A determinação da pureza das substâncias foi realizada por CLAE-DAD em duas 

etapas: inicialmente determinou-se a pureza do pico e posteriormente determinou-se a pureza 

cromatográfica pelo método de normalização de área. 

 Para cada substância isolada foram obtidos cromatogramas em CLAE-DAD no modo 

analítico, em duas colunas com diferentes seletividades de FE para o cálculo de pureza 

cromatográfica (Phenomenex® Luna C-18, 250 x 4,6 mm, 5 µm e Phenomenex® Luna Phenyl-

Hexil, 250 x 4,6 mm, 5 µm), sendo a eluição realizada com o mesmo gradiente linear de 

H2O/MeOH (35:65) até 100 % de MeOH em 60 min, mais 10 min em 100 % MeOH (Figuras 

29, 30 e 31). 

 As Figura 26 e 27 apresentam a pureza de pico para as casearinas J, X e 

caseargrewiina F com resultado de 100% para as três substâncias isoladas em coluna C-18 e 

Fenil-Hexil, importante fator para a avaliação da pureza cromatográfica, já que é um 

indicativo da ausência de contaminantes coeluíndo com essas substâncias. 
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Figura 26. Análise da pureza de pico em CLAE-DAD em coluna C-18 para as casearinas J e X, e caseargrewiina 
F. 
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Figura 27. Análise da pureza de pico em CLAE-DAD em coluna fenil-hexil para as casearinas J e X, e 
caseargrewiina F 

 

A análise de pureza cromatográfica incluiu uma etapa preliminar de análises realizadas 

logo após a última etapa de purificação, tomando-se uma alíquota das substâncias coletadas e 

injetando em coluna C18. Após a concentração dessas repetindo-se a análise para 

determinação da pureza em colunas C18 e fenil-hexil.  

Para casearina J foi observada uma diminuição do grau de pureza durante a etapa de 

evaporação do solvente, com aumento do pico eluido em 23,5 min, o que pode ser indicativo 

de degradação dessa substância durante a concentração em rota evaporador (Figura 29). O 

espectro no UV desse contaminante (Figura 28) é semelhante aos das casearinas descritas na 

literatura, já que apresenta um máximo de absorção no comprimento de onda de 234 nm, 

característicos do dieno conjugado das casearinas. Desta forma, pode-se sugerir que a 

casearina J degradou sem a perda do cromóforo. 

A pureza cromatográfica obtida para essa substância foi de 85,5 % e 83,4 %, 

respectivamente nas colunas de fase reversa C18 em Fenil-Hexil.  
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Figura 28. Espectro obtido no UV do produto de degradação da casearina J, pico em 23,5 min. 
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Figura 29. Pureza cromatográfica da casearina J determinada em coluna C18 após coleta do pico e em colunas 
C18 e fenil-hexil após evaporação total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentração de 0,2 mg/mL, 
condição de análise no item 5.8. 
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 A Figura 30 evidência o alto grau de pureza cromatográfica para a casearina X, sendo 

97 % em coluna C18 e 94 % em coluna fenil-hexil. Esta casearina é mais estável que a J, pois 

após concentração em rota evaporador a mesma não apresentou degradação significativa. 
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Figura 30. Pureza cromatográfica da casearina X determinada em coluna C18 após coleta do pico e em colunas 
C18 e fenil-hexil após evaporação total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentração de 0,4 mg/mL, 
condição de análise no item 5.8. 
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 Da mesma forma, a caseargrewiina F não apresentou degradação após concentração 

em rota evaporador, resultando em pureza cromatográfica maior que 98% nas duas colunas 

(Figura 31). 
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Figura 31. Pureza cromatográfica da caseargrewiina F determinada em coluna C18 após coleta do pico e em 
colunas C18 e fenil-hexil após evaporação total do solvente e dissolvido em MeOH, na concentração de 0,2 
mg/mL, condição de análise no item 5.8. 
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6.6.2. CLAE-DAD-EM 
 
 As análises por CLAE-DAD-EM consistiram na verificação da presença de possíveis 

contaminantes co-eluindo com as substâncias purificadas, além de identificar as massas 

desses contaminantes pela análise dos seus espectros de massas. 

 As Figuras 32, 33 e 34 apresentam os resultados das análises por CLAE-DAD-EM em 

coluna C18 e fenil-hexil para as três casearinas analisadas. Foram obtidos os espectros de 

absorção no UV dos picos detectados nos cromatogramas abaixo (Anexos 47 a 53), sendo que 

praticamente todos os picos têm máximo de absorção no comprimento de onda de 235 nm. 

Estes resultados auxiliaram a confirmar os resultados obtidos pela pureza cromatográfica 

obtida no item 6.6.1., pois esses contaminantes respondem de forma semelhante no UV. 

 Em uma análise preliminar dos espectros de massas dos picos detectados após o 

processo de dessecamento do cromatograma da casearina J (Figura 32) alguns picos tem 

espectros com íons característicos de casearinas, pois estas apresentam o íon [M+Na]+ e 

[M+Na+51]+, apesar deste último íon ainda não ter sido interpretado de forma conclusiva por 

este grupo de pesquisa, mas está presente em todas as casearinas estudas. Pode-se identificar a 

presença desses nos espectros de massas número, 5, 7, 8, 9, 10, 15, 17, 19, 21 em coluna 

fenil-hexil (Anexos 57 a 63). Em coluna C18 é observado esse mesmo perfil de íons nos 

espectros, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 16, 20 (Anexos 77 a 81). 

 Resultados semelhantes são apresentados para a casearina X, espectros de massas 11, 

12, 13, 15, 19, 22, 25 e 28 em coluna fenil-hexil (Anexos 64 a 70) e 5, 8, 9, 10, 13, 15, 21 em 

coluna C18 (Anexos 83 a 85) e para caseargrewiina F, espectros 6, 10, 13 e 18 em coluna 

fenil-hexil (Anexos 71 a 76) e 4, 6 e 13 em coluna C18 (Anexos 86 a 90). Uma alternativa 

para identificar esses picos é fazer a fragmentação de cada um e, desta forma, obter o perfil de 

fragmentação. 

 Comparando os cromatogramas das três casearinas (Figuras 32, 33 e 34) é observado 

que elas são mais retidas em coluna fenil-hexil que em C18 e também apresentam picos co-

eluindo com as substâncias. Desta forma, sugere-se que a coluna analítica C18 é mais 

adequada para o uso. 
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Figura 32. CLAE-DAD-EM e CLAE-DAD branco e da casearina J em coluna fenil-hexil e C18, gradiente linear 
de H2O/MeOH 35:65 à 00:100 em 15 min., mais 5 min condição final, também é mostrado a ampliação 
resultante da presença dos contaminantes. 
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Figura 33. CLAE-DAD-EM da casearina X em coluna fenil-hexil e C18, gradiente linear de H2O/MeOH 35:65 
à 00:100 em 15 min, mais 5 min condição final, também é mostrado a ampliação resultante da presença dos 
contaminantes. 
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Figura 34. CLAE-DAD-EM da caseargrewiina F em coluna fenil-hexil e C18, gradiente linear de H2O/MeOH 
35:65 à 00:100 em 15 min., mais 5 min condição final, também é mostrado a ampliação resultante da presença 
dos contaminantes. 
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6.6.3. Análise térmica 
 
 A natureza da mudança de posição da linha de base observada em uma curva DSC 

quando uma substância sofre transição vítrea reside na variação finita da capacidade calorífica 

inerente a essa transição. Esse fenomeno é observado para a caseargrewiina F (Figura 35), 

sendo que as temperaturas referentes a essa transição são: Ton set = 53,9 oC, Tg = 56,1 oC e Tg 

médio = 56,3 oC. A transição só ocorre em materiais não cristalinos (comumente chamados de 

amorfos), desta forma não apresentando pico de fusão. Neste caso, não foi possível calcular a 

pureza dessa substância por esta técnica por ela não apresentar pico referente à fusão no 

experimento de ponto de fusão, mas sim uma faixa de temperatura, muitas vezes confundida 

com o ponto de fusão da substância. 

 Mecanicamente, a partir da temperatura de transição vítrea, o material migra de um 

estado rígido e quebradiço denominado vítreo para um estado borrachoso, de maior 

mobilidade molecular. As mudanças observadas não ocorrem em uma temperatura específica, 

como é o caso do processo de fusão, mas em uma faixa de temperatura, o que leva alguns 

autores a sugerirem que a melhor denominação para a temperatura de transição vítrea seria 

intervalo de temperatura de transformação vítrea (YAMAKI; PEDROSO; ATVARS, 2002). 

 A curva TG da caseargrewiina F, em atmosfera dinâmica de ar, apresenta dois eventos 

de decomposição. No primeiro evento ocorre perda de 46,4 % de massa e, no segundo evento, 

a perda de massa é de 53,6 %. Estes eventos são confirmados pela curva DTG. Essa segunda 

perda de massa, referente à oxidação  da substância e divide-se em pelo menos dois eventos 

que não puderam ser resolvidos pela curva TG (Figura 36 e Tabela 12). 

 A curva DTA (Figura 36) apresenta um pico exotérmico, 421,3 – 590,1 oC, referente à 

oxidação, confirmada pela perda total de massa apresentada pela curva TG.  

 Além dessa perda, pode-se sugerir a ausência de contaminantes voláteis e de água na 

amostra, pois a mesma não apresentou perda significativa de massa na região de 30 a 100 oC, 

referente à faixa de evaporação dos solventes orgânicos e água utilizados nas etapas de 

purificação. 

O experimento de resíduo de cinzas também foi realizado por TG. Como resultado não 

apresentou massa significativa após 1000 oC, sugere-se a ausência de cinzas (quantidade não 

detectável). Este resultado já era esperado, pois a amostra sofre diversos fracionamentos e no 

isolamento em CLAE preparativa é utilizada água e solventes orgânicos de alta pureza para 

obtenção dessa substância. Esse mesmo resultado é igual para a casearina J e casearina X. 
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Figura 35. Curva DSC para a caseargrewiina F apresentando a região referente à transição vítrea (razão de 
aquecimento de 20 ºC/min, atmosfera dinâmica de ar sintético, cadinho de alumínio). 
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Figura 36. Curva TG/DTG e TG/DTA para a caseargrewiina F (razão de aquecimento 20 ºC/min, atmosfera 
dinâmica de ar sintético, cadinho de alumina). 
 

Tabela 12. Características termogravimétricas da caseargrewiina F em atmosfera dinâmica de ar sintético e 
razão de aquecimento de 20 oC/ min 

Intervalo de temperatura (ºC) Perda de massa (%) 
164,7 – 331,2 46,4 
331,2 – 584.7 53,6 

 

 As curvas DSC para a casearina J e casearina X não são apresentadas por não 

apresentarem informações que possam contribuir para este trabalho, pois não apresentaram 

pico de fusão para cálculo de pureza e nem a transição vítrea, mas de maneira similar à 

caseargrewiina F, estas substâncias apresentaram uma faixa de temperatura da passagem de 

sólido para “líquido” quando realizado o experimento de ponto de fusão. 

 A curva TG da casearina J (Figura 37) em atmosfera dinâmica de ar sintético revela 

dois eventos de decomposição, com uma primeira perda de massa de 52,4 % e uma segunda 

Exo 

Exo 
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de 47,6 % (Tabela 13). A curva DTG apresenta dois eventos para o primeiro estágio de 

decomposição.  

A curva DTA (Figura 37) apresenta um pico exotérmico, entre 429,2 – 607,6 oC, 

referente à oxidação  da matéria orgânica. 
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Figura 37. Curva TG/DTG e TG/DTA para a casearina J (razão de aquecimento de 20 ºC/min em atmosfera 
dinâmica de ar sintético, cadinho de alumina). 
 
Tabela 13. Características termogravimétricas da casearina J em atmosfera dinâmica de ar sintético e razão de 
aquecimento de 20 oC/ min. 

Intervalo de temperatura (ºC) Perda de massa (%) 
169,7 – 341,3 52,4 
341,3 – 560,4 47,6 

 
 A curva TG da casearina X (Figura 38) em atmosfera dinâmica de ar revela dois 

eventos de decomposição, uma primeira perda de massa de 44,3 % e uma segunda de 55,7 % 

(Tabela 14). A curva DTG, apresenta a ocorrência de duas decomposições para o primeiro 

evento e três decomposições para o segundo evento. 

 A curva DTA (Figura 38), apresenta um primeiro eventos exotérmico, entre 130,5- 

188,1 oC e mais dois referentes à oxidação total da substância, entre 422,0 – 607,6 oC. 
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Figura 38. Curva TG/DTG e TG/DTA para a casearina X (razão de aquecimento 20 ºC/min, atmosfera dinâmica 
de ar sintético, cadinho de alumina). 
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Tabela 14. Características termogravimétricas da casearina X em atmosfera dinâmica de ar sintético e razão de 
aquecimento de 20 oC/ min. 

Intervalo de temperatura (ºC) Perda de massa (%) 
169,7 – 296,4 44,3 
296,4 – 584,6 55,7 

 

6.6.4. Análise elementar 
 

 A seguir são apresentados os resultados de análise elementar (Tabela 15). Todas as 

amostras apresentam valores das porcentagens de carbono e hidrogênio fora do erro da 

análise, sendo encontradas as seguintes fórmulas moleculares: casearina J C31H44O9, casearina 

X C29H42O8 e caseargrewiina F C28H44O8. 

 Estes resultados sugerem uma possível contaminação dessas substâncias, mas os 

espectros de RMN de 1H e 13C das casearinas X e caseargrewiina F não apresentam sinais que 

possam ser de outras substâncias orgânicas ou mesmo casearinas. Já a casearina J apresenta 

alguns sinais que não referentes à substância em seus espectros de RMN de 1H e 13C (Anexos 

2 a 5). Este comportamento já era esperado para esta substância, já que por CLAE-DAD, foi 

verificada a modificação molecular sem perda do grupo funcional. O isolamento dessa, e sua 

identificação, possibilitaria interpretar corretamente a presença dos sinais não correspondentes 

à casearina J nos espectros de RMN, mas com menor intensidade. A análise TG demonstra a 

ausência de cinzas, que poderiam estar influenciando nesta análise. 

 

Tabela 15. Resultados da análise elementar para as casearinas J, X e caseargrewiina F. 

Substâncias 
Formula 

Molecular Porcentagem Teórica 
Porcentagem 
Experimental 

Erro   
0,2 % 
análise 

  C (%) H (%) C (%) H (%) Erro no 
C 

Casearina J C31H46O9 66,15 8,18 66,58 7,81 0,7 
Casearina X C30H44O8 67,63 8,27 67,28 8,07 0,5 
Caseargrewiina F C28H40O8 66,63 7,93 65,93 8,68 1,0 
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6.6.5. Cálculo da pureza 
 

 Segundo The Directorate for... (2007) apud Ma et al. (2009); World Health 

Organization (2003) apud Ma et al. (2009), a porcentagem de pureza de um material pode ser 

obtido calculando-se a pureza por métodos relativos subtraindo desse valor a porcentagem de 

constituintes voláteis, umidade e cinzas. 

Pureza= (Pureza relativa% -impurezas voláteis% - teor de umidade% - cinzas%) 

 

 Como a presença de contaminantes voláteis e cinzas não foram detectáveis pelas 

técnicas utilizadas, a pureza das substâncias isoladas é igual à pureza relativa obtida por 

CLAE-DAD. 

 

 Para a casearina J a pureza em coluna C18 é: 

Pureza= (85,5 - 0 - 0 - 0) -> Pureza = 85,5 %. 

 

 A tabela a seguir mostra os resultados do cálculo de pureza para as três casearinas 

estudadas e em suas respectivas colunas C18 e Fenil-Hexil. 

 

Tabela 16. Resultado de pureza para as casearinas isoladas de Casearia sylvestris. 
Casearina J Casearina X Caseargrewiina F 

C18 (%) Fenil-Hexil (%) C18 (%) Fenil-Hexil (%) C18 (%) Fenil-Hexil (%) 
85,5 83,4 97,2 94,1 98,6 98,5 
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7. Conclusão 
 

 Levando-se em consideração que o desenvolvimento de método cromatográfico em 

CLAE preparativo é uma etapa importante no isolamento e purificação de metabólitos 

secundários de plantas visando a obtenção das substâncias com maior porcentagem de pureza 

para a realização de ensaios biológicos e/ou para serem utilizadas como padrão no controle de 

qualidade, os dois métodos apresentados em CLAE preparativo em fase reversa no modo 

isocrático e reciclante foram satisfatórios para obtenção das casearinas a partir de Casearia 

sylvestris. Ressalta-se que no modo reciclante existe a possibilidade de injetar grandes 

quantidades de amostra e o consumo de solvente é menor. 

As substâncias isoladas foram identificadas como casearina J, X e caseargrewiina F, 

além de uma inédita nomeada casearina Z. O isolamento dessa última casearina demonstra o 

ótimo desempenho do método no modo isocrático, pois foi possível isolar e identificar uma 

substância nova. 

 Foram utilizadas as casearinas J, X e caseargrewiina F no estudo de pureza 

empregando-se de diferentes técnicas para a avaliação dessa pureza. O método 

cromatográfico por CLAE-DAD com o uso de colunas com diferentes seletividades e os 

cálculos de pureza de pico e pureza cromatográfica pelo método de normalização de área, 

mostraram-se eficazes para aferir os valores de porcentagem de pureza dessas casearinas, 

sendo, desta forma, utilizado como técnica padrão para determinação da pureza, já que o 

detector de DAD é seletivo para as casearinas e os contaminantes presentes também absorvem 

na mesma região do espectro de absorção no UV. 

 A CLAE-DAD-EM foi utilizada para auxiliar na identificação das substâncias e 

também na verificação de possíveis contaminantes co-eluíndo com as casearinas isoladas.  Os 

resultados apresentados foram consistentes com as massas moleculares dessas, além da 

detecção das massas dos contaminantes nos respectivos cromatogramas. Alguns picos 

apresentam o mesmo padrão de ionização das casearinas já estudadas, no entanto, esses não 

puderam ser identificados até o momento, pois não foi possível atribuir o perfil de 

fragmentação a nenhuma substância. 

 A determinação de pureza por DSC não foi possível, pois as substâncias não 

apresentaram pico referente à fusão em seus termogramas, sugerindo um estado não cristalino 

para estas casearinas, como o apresentado para a caseargrewiina F. As curvas TG/DTG/DTA 
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auxiliaram na caracterização de solventes residuais, água e cinzas totais, além de um estudo 

preliminar da decomposição dessas substâncias. 

 A comparação das fórmulas percentual experimental e teórica indicou diferença acima 

do erro experimental aceitável (0,2%) para a análise elementar, desta forma não sendo 

conclusivo quanto à presença de contaminantes que não sejam detectados nas outras técnicas, 

pois analisando os espectros de RMN e as curvas TG a CLAE-DAD e CLAE-EM, é possível 

sugerir a ausência de contaminantes orgânicos voláteis, cinzas e a presença de picos nos 

cromatogramas são referentes a degradação das casearinas estudas. 

 Deve-se ressaltar que é necessária uma grande quantidade de substância para a 

realização de todas as análises, por isso, muitas vezes é inviável a aplicação de algumas 

técnicas destrutivas de análise, sendo assim necessária a utilização de salas limpas, vidrarias e 

todo material deve ser de uso exclusivo para este tipo de trabalho e talvez até a utilização de 

equipamento com a mesma finalidade. 

 Desta forma, neste trabalho de mestrado foi possível a aplicação de algumas técnicas 

utilizadas rotineiramente em diversos laboratórios, permitindo o isolamento, identificação e 

caracterização da pureza das casearinas como padrões. Assim, a utilização de CLAE-DAD e 

CLAE-EM, RMN e técnicas térmicas é uma boa estratégia para a caracterização dessas 

casearinas. 
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Anexo 1. Espectro de massas de alta resolução (HRTOF-ESIMS) da casearina J. 
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Anexo 2. Espectro de RMN de 1H da casearina J em piridina-d5 obtido em 500 MHz. 
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Anexo 3. Expansão do espectro de RMN de 1H da casearina J em piridina-d5 obtido em 500 

MHz.  

OH

O

OO OO

O

H

O

O



105 
 

 
 

 
 
Anexo 4. Espectro de RMN de 13C da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz.
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Anexo 5. Expansão do espectro de RMN de 13C da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 

MHz. 
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Anexo 6. Espectro de DEPT 135o da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz. 
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Anexo 7. Espectro de DEPT 90o da casearina J em piridina-d5 obtido em 125 MHz. 
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Anexo 8. Mapa de contorno gHMQC e expansão da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 9. Expansão do mapa de contorno gHMQC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 10. Mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 11. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 12. Expansões de gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 13. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 14. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 15. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 16. Mapa de contorno gCOSY e expansão da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 17. Expansões do mapa de contorno gCOSY da casearina J (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 18. Espectro de RMN de 1H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500 MHz. 
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Anexo 19. Expansões do espectro de RMN de 1H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500 

MHz. 
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Anexo 20. Expansões do espectro de RMN de 1H da casearina X em piridina-d5 obtido em 500 

MHz. 
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Anexo 21. Espectro de RMN de 13C da casearina X em piridina-d5 obtido em 125 MHz. 
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Anexo 22. Expansões do espectro de RMN de 13C da casearina X em piridina-d5 obtido em 125 

MHz. 
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Anexo 23. Espectro de RMN de 1H da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 300 MHz. 
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Anexo 24. Expansões do espectro de RMN de 1H da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 

300 MHz. 
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Anexo 25. Espectro de RMN de 13C da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 75 MHz. 
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Anexo 26. Expansões do espectro de RMN de 13C da caseargrewiina F em piridina-d5 obtido em 

75 MHz. 
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Anexo 27. Espectro de RMN de 1H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500 MHz. 
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Anexo 28. Expansões do espectro de RMN de 1H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500 

MHz.  
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Anexo 29. Expansões do espectro de RMN de 1H da casearina Z em piridina-d5 obtido em 500 

MHz. 
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Anexo 30. Espectro de RMN de 13C da casearina Z em piridina-d5 obtido em 75 MHz. 
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Anexo 31. Expansões do espectro de RMN de 13C da casearina Z em piridina-d5 obtido em 75 

MHz. 
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Anexo 32. Espectro de DEPT 135o (incluindo expansões abaixo) da casearina Z em piridina-d5 

obtido em 75 MHz. 
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Anexo 33. Espectro de DEPT 90o da casearina Z em piridina-d5 obtido em 75 MHz. 

 
Anexo 34. Mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 35. Expansões do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 36. Expansões do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 37. Expansões do mapa de contorno gHMQC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 

 
Anexo 38. Mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 39. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 

OH

O

OO
O

O

H

O



139 
 

 
 

 
Anexo 40. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 41. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 42. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 43. Expansões do mapa de contorno gHMBC da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 44. Mapa de contornos gCOSY e expansão da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 45. Expansões do mapa de contornos gCOSY da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 46. Expansão do mapa de contornos gCOSY da casearina Z (piridina-d5, 11,7 T). 
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Anexo 47. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 32 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 48. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 32 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 49. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 50. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 51. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 52. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34 
obtidos pela análise em coluna fenil-hexil, os tempos de retenção estão indicado nas figuras 
acima. 
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Anexo 53. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 32 
obtidos pela análise em coluna C18, os tempos de retenção estão indicado nas figuras acima. 
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Anexo 54. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33 
obtidos pela análise em coluna C18, os tempos de retenção estão indicado nas figuras acima. 
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Anexo 55. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 33 
obtidos pela análise em coluna C18, os tempos de retenção estão indicado nas figuras acima. 
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Anexo 56. Espectro de absorção no UV dos picos indicados no cromatograma da figura 34 
obtidos pela análise em coluna C18, os tempos de retenção estão indicado nas figuras acima. 
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Anexo 57. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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Anexo 58. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
 



155 
 

 
 

447.2432

617.2989

640.3741

654.3904

668.4063

682.4207
753.2755

13. +MS, Dissect, 11.20-12.40min

0

1

2

3

4x10

Intens.

450 500 550 600 650 700 750 m/z  

601.3022

624.3777

652.4095

670.3867 698.4182

14. +MS, Dissect, 11.90-12.34min

0

2000

4000

6000

8000

Intens.

450 500 550 600 650 700 750 m/z  

587.2880

638.3931

650.3918

723.2631

15. +MS, Dissect, 12.12-12.89min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 750 m/z  

585.2859

617.2961

624.3714

640.3761

652.3996

668.4041

16. +MS, Dissect, 12.29-12.89min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

560 580 600 620 640 660 680 m/z  

601.3010

624.3785

638.3871

652.4093

680.4337

17. +MS, Dissect, 13.05-13.38min

0

500

1000

1500

Intens.

450 500 550 600 650 700 750 800 m/z  
Anexo 59. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 

coluna fenil-hexil. 
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Anexo 60. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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463.3063

507.3328

569.2767

592.3523

620.3870

663.4336

707.4622

26. +MS, Dissect, 15.12-16.27min

0

1000

2000

3000

4000

5000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z  

312.3641

337.2378 379.2847

507.3324

551.3595

594.3651

622.3953 663.4344

707.4618

751.4848

27. +MS, Dissect, 15.18-16.16min

0

1000

2000

3000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z   
Anexo 61. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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381.2995

407.2817
447.2846

551.3592

595.3838

639.4118

664.4406

751.4880

795.5098

28. +MS, Dissect, 15.34-16.49min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 m/z  

381.2997

407.2803
447.2842 569.2798

595.3836

639.4116

683.4385

795.5132

29. +MS, Dissect, 15.61-16.65min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 m/z  

381.2994

491.3036

569.2783

639.4115

683.4392

727.4635

30. +MS, Dissect, 15.78-16.92min

0

250

500

750

1000

1250

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

433.0030

569.2804

683.4394

727.4638

31. +MS, Dissect, 16.05-16.98min

0

200

400

600

800

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z  

268.9998

393.2971

455.3345

771.4897

32. +MS, Dissect, 16.21-17.09min

0

100

200

300

400

500

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z  
Anexo 62. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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360.3280

433.0045

499.3638

815.5183

33. +MS, Dissect, 16.49-17.25min

0

50

100

150

200

250

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z  
Anexo 63. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
 

573.2631

596.3342
624.3852 709.2321

3. +MS, Dissect, 8.12-8.88min

0

1000

2000

3000

Intens.

500 550 600 650 700 750 m/z

363.1808
471.2038

533.2389

556.3092 584.3408

4. +MS, Dissect, 8.12-9.21min

0

250

500

750

1000

1250

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

430.9160

507.2210

5. +MS, Dissect, 8.50-9.21min

0

100

200

300

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 m/z

430.9160

507.2210

5. +MS, Dissect, 8.50-9.21min

0

100

200

300

Intens.

380 400 420 440 460 480 500 520 m/z  
Anexo 64. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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491.2255

505.2408

556.3421

7. +MS, Dissect, 9.59-10.24min

0

200

400

600

Intens.

460 480 500 520 540 560 580 m/z

376.9436

521.2366

559.2557

577.2583

8. +MS, Dissect, 9.75-10.73min

0

200

400

600

Intens.

350 400 450 500 550 600 m/z

419.2435

589.2974

612.3666

9. +MS, Dissect, 10.56-11.11min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

441.2286

533.2397

587.2856

605.2893

640.3985

725.2738

10. +MS, Dissect, 10.56-11.16min

0

200

400

600

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 m/z  

499.2327

549.2675

577.2968

600.3688

11. +MS, Dissect, 10.84-11.43min

0

100

200

300

400

Intens.

450 500 550 600 650 m/z  
Anexo 65. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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305.1589

585.2719

617.2937

636.3728

12. +MS, Dissect, 11.38-11.70min

0

100

200

300

400

500

600

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

433.2269

543.2587

566.3344

580.3489

594.3652

608.3745 679.2358

13. +MS, Dissect, 11.43-12.30min

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

364.2191 407.2115

517.2431

554.3327

582.3546

638.3909

723.2604

14. +MS, Dissect, 11.70-12.57min

0

1000

2000

3000

4000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

389.1978
420.2398

559.2536

582.3433

610.3631

641.2593 695.2298

15. +MS, Dissect, 12.08-12.46min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 m/z

317.1804 406.2274 449.2214

559.2540

582.3307
610.3624

695.2281

16. +MS, Dissect, 12.52-13.17min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4x10

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 m/z  
Anexo 66. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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489.2487

503.2282

526.3054

554.3313
569.2952

587.2831 603.3089
626.3859

654.4134

17. +MS, Dissect, 12.30-13.39min

0

1000

2000

3000

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

545.2761

557.2749

566.3359
580.3511

596.3765
608.3807

18. +MS, Dissect, 12.68-13.93min

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

Intens.

530 540 550 560 570 580 590 600 610 m/z  

447.2419 545.2768

557.2750

580.3509

596.3780

608.3815

639.2909 693.2508

19. +MS, Dissect, 13.01-13.55min

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 m/z

349.1854 401.2368 432.2738 461.2552

483.2384

506.3127
534.3445

572.2937

594.3656 622.3974

20. +MS, Dissect, 13.22-14.10min

0

1000

2000

3000

4000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

461.2561

569.2846 582.3641

610.3943

624.4062
638.4144

21. +MS, Dissect, 13.44-14.10min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

450 475 500 525 550 575 600 625 650 m/z  
Anexo 67. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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571.2906

594.3653

622.3972

22. +MS, Dissect, 13.61-14.37min

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

Intens.

560 570 580 590 600 610 620 630 m/z

305.1593
329.1870

349.1899

393.2880

443.3003

499.2683

527.2655
582.3671

23. +MS, Dissect, 13.99-14.59min

0

500

1000

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

322.9732

443.3005

457.2591 487.3260

522.3442

555.2602

569.2771

587.2789
620.3821

24. +MS, Dissect, 14.32-14.70min

0

500

1000

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

487.3266

529.2795

571.2908

587.2726

622.3983

25. +MS, Dissect, 14.53-14.97min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4x10

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

305.1593

393.2917

419.2795

531.3522

26. +MS, Dissect, 14.42-15.35min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4x10

Intens.

300 350 400 450 500 550 m/z  
Anexo 68. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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217.1071 261.1395 305.1593
353.2665

393.2915

419.2811

575.3791

594.4022

622.4256

737.4125

27. +MS, Dissect, 14.59-15.41min

0

2000

4000

6000

Intens.

300 400 500 600 700 m/z

555.2969

564.3565

578.3725 592.3884

606.4042

620.4176
634.4351

28. +MS, Dissect, 14.92-15.90min

0

2

4

6

8

4x10

Intens.

540 560 580 600 620 640 m/z

555.2969

564.3565

578.3725
592.3884

606.4042

620.4176
634.4351

28. +MS, Dissect, 14.92-15.90min

0

2

4

6

8

4x10

Intens.

540 560 580 600 620 640 m/z

269.0007 305.1601
349.1869

393.2947

487.3307 531.3536

551.3579

595.3919 678.4245

751.4864

795.5120

30. +MS, Dissect, 15.41-16.23min

0

500

1000

1500

Intens.

300 400 500 600 700 800m/z

305.1594

381.3002

491.3036 522.6001 556.2999

639.4097

683.4344 839.5365

31. +MS, Dissect, 15.58-16.45min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z  
Anexo 69. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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553.2806

562.3408
576.3586

590.3727

604.3880

32. +MS, Dissect, 16.12-16.88min

0.0

0.5

1.0

1.5

4x10

Intens.

520 540 560 580 600 620 640 m/z  

515.0095
529.4911

583.2916

606.3745 634.3964

33. +MS, Dissect, 16.78-17.49min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z  
Anexo 70. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna fenil-hexil. 

 

334.9369 376.9480

573.2572

4. +MS, Dissect, 8.3-9.0min

0

100

200

300

400

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

515.2330

538.3075

552.3245

566.3397

6. +MS, Dissect, 9.7-10.4min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 m/z

489.2186

512.2951

7. +MS, Dissect, 9.7-10.6min

0

200

400

600

800

Intens.

420 440 460 480 500 520 540 560 580 m/z  
Anexo 71. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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459.2428

531.2281

554.3063

8. +MS, Dissect, 10.2-10.7min

0

200

400

600

800

Intens.

400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 m/z

186.9978 305.1627 394.2996

559.2601

582.3381
610.3680

9. +MS, Dissect, 10.3-11.3min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

200 250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

418.2646 455.2141

529.2499

552.3265

580.3589
611.2601 665.2253

10. +MS, Dissect, 11.1-12.2min

0

1000

2000

3000

4000

5000

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

269.0023

393.3031

543.2668

566.3420

11. +MS, Dissect, 12.0-12.2min

0

100

200

300

400

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

376.9549 515.3053

541.2526

12. +MS, Dissect, 12.1-12.4min

0

25

50

75

100

125

Intens.

300 350 400 450 500 550 m/z  
 Anexo 72. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido 
em coluna fenil-hexil. 
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432.2813

543.2672

566.3432
594.3747

13. +MS, Dissect, 12.3-13.1min

0

1000

2000

3000

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 m/z

393.2960 425.2441

443.2495

485.2609

14. +MS, Dissect, 12.3-13.5min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

350 375 400 425 450 475 500 525 550 m/z

457.2650

473.2404

458.2682

15. +MS, Dissect, 12.9-14.0min

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4x10

Intens.

445 450 455 460 465 470 475 480 485 m/z

217.1087
383.2218

543.2672

594.3772

16. +MS, Dissect, 13.5-13.8min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

200 300 400 500 600 700 m/z

217.1087 269.0040
305.1637

349.1906

393.2971

413.2733 465.2278

613.3104

636.3861

664.4183

763.6166

17. +MS, Dissect, 13.4-14.2min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

200 300 400 500 600 700 m/z  
Anexo 73. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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527.2731

536.3336

550.3492

564.3653

578.3810

592.3967
606.4118

18. +MS, Dissect, 13.8-14.8min

0

2

4

6

4x10

Intens.

500 520 540 560 580 600 m/z

327.2230 349.1930

425.2388

443.3078

457.2667

527.2734

543.2486

609.2786

528.2773

19. +MS, Dissect, 14.3-15.6min

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

269.0047 305.1641 329.2416
349.1925

393.3000

457.2667

487.3339

531.3604

613.3295

20. +MS, Dissect, 14.4-15.6min

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

329.2442

531.3609

21. +MS, Dissect, 14.7-15.4min

0

2000

4000

6000

8000

Intens.

350 400 450 500 550 600 m/z

353.2718
393.3013

419.2846

575.3873

22. +MS, Dissect, 14.9-15.9min

0

2000

4000

6000

8000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 m/z  
Anexo 74. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna fenil-hexil. 



169 
 

 
 

463.3098
499.2798

525.2590

548.3315 576.3864

619.4150

663.4422

23. +MS, Dissect, 15.1-16.1min

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

337.2431
379.2907

499.2798

525.2595

548.3333 619.4152

663.4420

707.4719

24. +MS, Dissect, 15.3-16.2min

0

1000

2000

3000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

269.0052 313.1855

337.2422
393.3026

507.3372 551.3672

663.4434

707.4724

25. +MS, Dissect, 15.3-16.4min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

269.0035

393.3022 551.3677
595.3919 656.3993

706.5067

751.4942

26. +MS, Dissect, 15.5-16.4min

0

200

400

600

800

Intens.

300 400 500 600 700 m/z  

349.1910

381.3047

484.3151 595.3911 639.4231 795.5213
839.5508

27. +MS, Dissect, 15.6-16.6min

0

1000

2000

3000

Intens.

400 500 600 700 800 m/z  
Anexo 75. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna fenil-hexil. 
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322.9779

393.3043

455.3448

28. +MS, Dissect, 16.4-17.1min

0

100

200

300

400

Intens.

300 325 350 375 400 425 450 475 m/z  
Anexo 76. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna fenil-hexil. 

 
663.3927

2. +MS, Dissect, 5.72-7.30min

0

100

200

300

400

500

600

Intens.

550 600 650 700 750 m/z

529.2426

552.3171

3. +MS, Dissect, 7.19-7.89min

0

100

200

300

400

500

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

573.2704

596.3438

4. +MS, Dissect, 7.19-8.16min

0

100

200

300

400

Intens.

475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 m/z

547.2502

589.2640

598.3465612.3457

640.3701

649.2863

5. +MS, Dissect, 8.27-8.98min

0

100

200

300

400

500

600

Intens.

500 550 600 650 700 750 m/z  
Anexo 77. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna C18. 
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469.2327

617.2951

640.3714

668.4023

699.3042

6. +MS, Dissect, 8.05-9.30min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

450 500 550 600 650 700 750 m/z

573.2687

596.3447

610.3571

624.3773

638.3874

7. +MS, Dissect, 8.38-9.90min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

601.2941

652.3975

8. +MS, Dissect, 9.25-10.12min

0

100

200

300

400

500

Intens.

500 550 600 650 700 750 800 m/z

455.2426

587.2844

617.2936

638.3907

650.3929
668.4000

9. +MS, Dissect, 9.36-10.45min

0

500

1000

1500

Intens.

450 500 550 600 650 700 m/z

587.2845

617.2944

640.3721

10. +MS, Dissect, 9.41-10.39min

0

200

400

600

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 750 m/z  
Anexo 78. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna C18. 
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447.2412 464.2665 529.2426

617.2957

640.3691

668.4028

682.4173 699.3024

11. +MS, Dissect, 10.18-11.15min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 m/z

305.1585
344.9854

393.2841
501.2464

647.3084

698.4140

12. +MS, Dissect, 10.34-11.42min

0

100

200

300

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

344.9843
393.2872

431.2447
571.2920

601.2986

624.3773

652.4064

666.4193

13. +MS, Dissect, 10.82-12.23min

0

1000

2000

3000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 700 m/z

617.2942

640.3714

668.4019

682.4142

14. +MS, Dissect, 11.31-12.13min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

550 575 600 625 650 675 700 725 750 m/z

268.9992

393.2863

501.2493

561.2687

15. +MS, Dissect, 11.37-12.02min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z  
Anexo 79. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna C18. 
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327.1973
446.2933

585.3051

608.3789
636.4114

16. +MS, Dissect, 11.53-12.72min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

262.9812

561.2697

302.4855

472.0000
656.3043

648.3406

17. +MS, Dissect, 12.23-12.72min

0

50

100

150

Intens.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

527.2632

599.2829
650.3876

18. +MS, Dissect, 12.45-12.83min

0

50

100

150

200

250

Intens.

450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 m/z

268.9978

344.9843

569.2754

592.3473
620.3804

19. +MS, Dissect, 12.72-13.16min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

585.3054

608.3810 622.3965

636.4130

650.4283
664.4428

20. +MS, Dissect, 13.21-14.19min

0

1

2

3

4

5

4x10

Intens.

500 550 600 650 700 750 m/z  
Anexo 80. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna C18. 
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329.1821355.2448

399.2727

443.2992

487.3259

531.3520

575.3782

619.4048

663.4305

707.4574

751.4820
795.5075

21. +MS, Dissect, 14.57-16.26min

0

1000

2000

3000

4000

5000

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z

241.0006

375.2524

419.2777

463.3042 507.3302

551.3565

595.3828

639.4098

683.4360

727.4632
771.4903

22. +MS, Dissect, 15.17-16.42min

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z

313.1809

341.2641

385.2903

413.2707

429.3117

517.3715

23. +MS, Dissect, 16.31-17.24min

0

100

200

300

400

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

337.2359

357.1757

393.2982

515.0072

24. +MS, Dissect, 16.53-17.68min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z  
Anexo 81. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 32 obtido em 
coluna C18. 
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397.1570

573.2609

3. +MS, Dissect, 4.60-5.24min

0

200

400

600

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

393.3013

471.2097

494.2797

4. +MS, Dissect, 5.13-5.87min

0

100

200

300

Intens.

325 350 375 400 425 450 475 500 m/z

491.2394

507.2298

523.2094

5. +MS, Dissect, 5.29-6.56min

0

100

200

300

400

500

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

269.0029 487.2106
559.2648

589.3054

605.2963 640.4019

6. +MS, Dissect, 6.45-7.14min

0

200

400

600

800

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

491.2404

505.2458
521.2432

561.2762

587.2915

603.2863

7. +MS, Dissect, 6.67-7.67min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

460 480 500 520 540 560 580 600 620 m/z  
Anexo 82. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna C18. 
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491.2372 521.2432

549.2676 573.2743

585.2809

605.3000

636.3768

8. +MS, Dissect, 7.09-7.94min

0

200

400

600

800

1000

1200

Intens.

450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 m/z

404.2503 433.2301

517.2500

533.2437

543.2659

566.3412

580.3563

594.3732

608.3818 625.2751

9. +MS, Dissect, 7.94-9.00min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 m/z

389.2039 420.2459 547.2622

559.2609

582.3388 610.3690

641.2690

10. +MS, Dissect, 8.15-9.32min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

393.2804

485.2514 528.3241 547.2624

587.2929

603.3028

638.3979

11. +MS, Dissect, 8.79-9.37min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 m/z

501.2295

531.2664

557.2814

573.2765

624.3853

582.3690

12. +MS, Dissect, 8.94-9.64min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

450 475 500 525 550 575 600 625 650 m/z  
Anexo 83. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna C18. 
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420.2457

559.2620

582.3401 610.3711

638.3995

13. +MS, Dissect, 9.48-10.64min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4x10

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

305.1622

393.2913

473.2284

603.3181

14. +MS, Dissect, 10.32-10.91min

0

200

400

600

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

333.1781 401.2382 432.2819

503.2346

526.3120
554.3434

571.2971

594.3727 622.4046

653.3081

15. +MS, Dissect, 10.17-11.44min

0

2000

4000

6000

Intens.

350 400 450 500 550 600 650 m/z

401.2391
461.2598 484.2463

571.2961

594.3717

608.3856

622.4036

653.3033

16. +MS, Dissect, 11.28-11.65min

0

1000

2000

3000

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

401.2389 432.2787

483.2426

506.3145 534.3469 559.2921

571.2960

582.3692

623.4069

638.4065

17. +MS, Dissect, 11.01-12.02min

0

1000

2000

3000

4000

5000

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z  
Anexo 84. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna C18. 



178 
 

 
 

559.2910

569.2899

587.2867

610.3986

638.4065

18. +MS, Dissect, 11.33-11.97min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

475 500 525 550 575 600 625 650 675 m/z

301.1464

425.2420

443.2483

536.3314

571.2941

587.2877
620.3846

19. +MS, Dissect, 12.08-13.03min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

457.2617

499.2711

541.2837 587.2901

20. +MS, Dissect, 12.55-13.35min

0

500

1000

1500

2000

2500

Intens.

400 450 500 550 600 650 m/z

555.3008

564.3612

578.3764 592.3925

606.4082

620.4237
634.4391

21. +MS, Dissect, 13.35-14.31min

0

2

4

6

4x10

Intens.

520 540 560 580 600 620 640 660 680 m/z

329.1800
399.2761

443.3030

487.3300

531.3564
575.3830

619.4096

663.4360

707.4622

751.4902

795.5147

22. +MS, Dissect, 14.04-15.91min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

4x10

Intens.

300 400 500 600 700 800 m/z  
Anexo 85. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna C18. 
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305.1618

375.2533

419.2812

437.2413

463.3072

507.3336

551.3603

595.3869

639.4111

683.4382

23. +MS, Dissect, 14.73-16.44min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

226.9907

325.2356

407.2827

447.2893 491.3042

24. +MS, Dissect, 15.32-16.55min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

200 250 300 350 400 450 500 m/z

297.2374

313.1808

341.2665

357.2068

385.2944

409.2932

429.3147

473.3491

517.3735

561.4003

605.4280
649.4511

25. +MS, Dissect, 15.96-17.08min

0

500

1000

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z

313.1811

337.2381

357.2079

26. +MS, Dissect, 16.23-17.35min

0

2000

4000

6000

Intens.

260 280 300 320 340 360 380 400 420 m/z  
Anexo 86. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 33 obtido em 
coluna C18. 
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489.2053

515.2206
538.2960

2. +MS, Dissect, 6.03-7.09min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

425 450 475 500 525 550 575 600 m/z

515.2208

531.2144

554.2921

582.3225

3. +MS, Dissect, 6.03-6.98min

0

250

500

750

1000

1250

1500

Intens.

350 400 450 500 550 600 m/z

418.2559 447.2441

529.2376

552.3132

566.3294
580.3438

4. +MS, Dissect, 7.30-8.41min

0

2000

4000

6000

Intens.

400 450 500 550 600 m/z

531.2220

545.2250

554.2956

582.3277

5. +MS, Dissect, 7.62-8.46min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

480 500 520 540 560 580 600 620 m/z

302.9701 475.1985
499.2329

541.2410

559.2491

582.3242 610.3567

6. +MS, Dissect, 7.62-8.94min

0

500

1000

1500

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 m/z  
Anexo 87. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna C18. 
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432.2733

543.2541

566.3293

580.3454

594.3604

7. +MS, Dissect, 8.73-9.42min

0

1000

2000

3000

Intens.

400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 m/z

543.2528

594.3594

8. +MS, Dissect, 9.53-9.90min

0

200

400

600

800

Intens.

480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 m/z

559.2473

575.2417

9. +MS, Dissect, 9.53-10.16min

0

100

200

300

400

500

Intens.

475 500 525 550 575 600 625 650 675 m/z

393.2932

531.2564

541.2420

10. +MS, Dissect, 9.58-11.49min

0

100

200

300

Intens.

350 375 400 425 450 475 500 525 550 m/z

268.9956

301.1413

393.2895

483.2340

531.2673
557.2686

11. +MS, Dissect, 11.60-12.18min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

200 250 300 350 400 450 500 550 600 m/z  
Anexo 88. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna C18. 
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525.2514

557.2686

608.3775

636.3745

650.3833

664.4013

12. +MS, Dissect, 11.65-12.82min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

416.2778

527.2601
550.3359 564.3516

578.3671

592.3831

13. +MS, Dissect, 11.86-12.93min

0

1

2

3

4

5

4x10

Intens.

400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 m/z

457.2539

499.2646

14. +MS, Dissect, 12.66-13.35min

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4x10

Intens.

380 400 420 440 460 480 500 520 m/z

297.1816

425.2287

457.2531

499.2628
555.2869

15. +MS, Dissect, 13.40-14.15min

0

1000

2000

3000

4000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

295.1859

377.0022

393.2911

16. +MS, Dissect, 13.83-14.68min

0

50

100

150

200

250

300

Intens.

200 250 300 350 400 450 500 m/z  
Anexo 89. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna C18. 
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241.0003

284.3285 311.2135

329.1725

355.2415 399.2682
457.2596 619.4016 663.4282 707.4537

17. +MS, Dissect, 14.47-15.32min

0

500

1000

1500

2000

Intens.

200 300 400 500 600 700 m/z

355.2423

399.2693

443.2963

487.3230

531.3491

575.3755

619.4019

663.4283

707.4545

751.4811
795.5064

18. +MS, Dissect, 14.47-16.07min

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4x10

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 m/z

305.1553

327.2216
375.2470

393.2963

407.2752

419.2746

433.0032

463.3013

484.3048

507.3286

551.3515
595.3806

19. +MS, Dissect, 15.05-16.34min

0

250

500

750

1000

1250

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 m/z

325.2272

407.2760

522.5949
763.6045

20. +MS, Dissect, 15.75-16.55min

0

200

400

600

800

1000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z

313.1766 341.2608
385.2895

429.3092

473.3453 517.3713

655.3819

678.4564

706.4891

21. +MS, Dissect, 16.12-17.03min

0

1000

2000

3000

4000

Intens.

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 m/z  
Anexo 90. Espectro de massas para os picos detectados nos cromatograma da figura 34 obtido em 
coluna C18. 
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