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Resumo

Os Natural Deep Eutetic Solvents (NADES), ou solventes eutéticos naturais
profundos, sé@o solventes alternativos utlizados na extracdo de metabdlitos
secundérios de drogas vegetais, e atendem a diversos principios da Quimica Verde.
Considerando o papel ja bem estabelecido dos NADES na extracdo de metabdlitos
secundarios e sua relevancia na Quimica Verde, a importancia de C. sylvestris como
planta medicinal amplamente utilizada como base de fitoterdpicos e, ainda, a
importante bioatividade apresentada pelos diterpenos tipicos das folhas dessa
espécie, neste trabalho foi avaliada a eficiéncia de extracdo destas substancias
utilizando o NADES lipofilico composto por mentol e canfora, comparando com o
extrato etanolico. A sintese de NADES foi realizada com agitagcdo e aquecimento. A
caracterizacdo do NADES foi realizada por FTIR-ATR, e as analises cromatograficas
foram realizadas através de CCD, HPLC-UV e HPLC-MS; um método de pré-
tratamento para analise cromatografica do extrato de NADES (extracdo em fase sélida
em modo normal) foi desenvolvido para eliminagdo do mentol e canfora e
concentragdo dos analitos de interesse. O NADES mentol:canfora 1:1 extraiu 0s
diterpenos clerodanicos de C. sylvestris, conforme resultados das analises realizadas,
sobretudo na andlise dos espectros de massas gerado pelo HPLC-MS e CCD. Porém
a comparacao das areas dos picos dos cromatogramas obtidos por HPLC-UV assim
como a intensidade das bandas observadas em CCD sugerem que a extracdo com

etanol foi mais eficiente.

Palavras-chave: Natural Deep Eutetic Solvents. Casearia sylvestris. Guacatonga.

Casearina.



Abstract

Natural Deep Eutetic Solvents (NADES), are alternative solvents used in the extraction
of secondary metabolites from plant drugs, and meet several principles of Green
Chemistry. Considering the well-established role of NADES in the extraction of
secondary metabolites and its relevance in Green Chemistry, the importance of C.
sylvestris as a medicinal plant widely used as a base for herbal medicines and, also,
the important bioactivity presented by the diterpenes typical of the leaves of this
species, in this work, the extraction efficiency of these substances was evaluated using
the lipophilic NADES composed of menthol and camphor, comparing with the ethanolic
extract. The synthesis of NADES was carried out with stirring and heating. The
characterization of NADES was performed by FTIR-ATR, and the chromatographic
analyzes were performed by CCD, HPLC-UV and HPLC-MS; a pretreatment method
for chromatographic analysis of NADES extract (solid phase extraction in normal
mode) was developed for elimination of menthol and camphor and concentration of the
analytes of interest. The NADES menthol:camphor 1:1 extracted the clerodan
diterpenes from C. sylvestris, according to the results of the performed analyses,
especially in the analysis of the mass spectra generated by HPLC-MS and CCD.
However, the comparison of the peak areas of the chromatograms obtained by HPLC-
UV as well as the intensity of the bands observed in CCD suggest that the extraction

with ethanol was more efficient.

Keywords: Natural Deep Eutetic Solvents. Casearia sylvestris. Guacgatonga.

Casearin.
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1 Introducéo

A quimica é um dos pilares do desenvolvimento moderno. Por se tratar de uma
ciéncia dedicada a conhecer e manipular elementos, desenvolver substancias e
aplica-los em situacdes praticas, € a ferramenta protagonista da humanidade em

busca de desenvolvimento, conhecimento e tentativa de controle das leis naturais.

Seu enorme papel no desenvolvimento humano e tecnologico foi refletido
também, impreterivelmente, no plano ambiental. O uso e emissdo ambiental de
substancias toxicas, e a exploracdo de fontes nao-renovaveis sdo terriveis

inconvenientes que devem ser, no minimo, reduzidos.

A partir da década de 90, com o crescente avanco das industrias quimicas e
farmoquimicas, o volume de ensaios e testes na area académica e a ascendente
preocupacao com o clima e meio ambiente, autoridades cientificas de renome mundial
foram obrigadas a tomar medidas para reduzir os danos sem que a produtividade e
lucro fossem prejudicados. A Unica alternativa possivel seria entéo realizar todas as
modificacdes necessarias e tangiveis para tornar 0s processos gquimicos amigaveis
ao meio ambiente, e essas acbfes a IUPAC reconhece como “Green Chemistry”
(PRADO, 2003)

Anastas e Warner (1998) desenvolveram os “12 Principios da Quimica Verde”,
que devem ser seguidos por industrias quimicas, laboratorios de ensino e pesquisa
que desejam ser “verdes”. De forma geral, os produtos utilizados devem ser oriundos
de fontes renovaveis ou reciclaveis; os processos devem possuir eficiéncia energética
alta e otimizada, envolvendo menor gasto de energia para produzir quantidade igual
ou superior a anteriormente produzida; e quando se trata de substancias envolvidas
tais como solventes, deve-se evitar aqueles que s&o toxicos, mutagénicos,
carcinogénicos e permeantes de mucosas, volateis, inflamaveis e explosivos,
poluentes, impactantes da camada de oz6nio, pouco biodegradaveis, biocumulativos
e que sejam obtidos ou envolvam adjuvantes de fontes nao renovaveis (BUBALO et
al., 2018; CHEMAT et al., 2012).

Dos 12 principios, a extracdo de componentes vegetais utilizando NADES

atende a 4:
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e “Solventes e Auxiliares mais seguros” Os NADES s&o biocompativeis,
biodegradaveis e pouco toxicos;

e “Busca pela Eficiéncia de Energia”: Mesmo que a extragao envolva emprego
de energia térmica, seu uso é minimizado e pequeno, gerando baixo impacto
econdmico e ambiental.

e “Uso de Fontes Renovéaveis de Matéria-Prima”: Os componentes de partida,
mentol e canfora, sdo extraidos de plantas e facilmente sintetizados.

e “Quimica Intrinsecamente Segura para a Prevencédo de Acidentes” Dada a
natureza e caracteristicas fisico-quimicas dos NADES, e as técnicas empregadas no
processo sintético, o risco de acidentes é nulo. (LERNARDAO, 2003; DURAND, 2016)

Vale ressaltar que os demais principios ndo se aplicam pois se referem a rotas
sintéticas e formacdo de subprodutos.

Os Deep Eutectic Solvents (DES) ou Solventes Eutéticos Profundos, sugeridos
por Abbot et al. (2003), surgem como alternativa verde aos solventes tradicionalmente
utilizados. Consistem na unido de duas substancias, sendo uma delas a doadora de
ligacdo de hidrogénio (HBD), e a outra, a aceptora (HBA). Por ocorrerem ligacdes de
hidrogénio e a consequente deslocalizacéo de cargas, os pontos de fusao finais sao
reduzidos em relagcéo aos pontos de fusdo dos componentes isolados, gerando como
produtos liquidos a temperatura ambiente. Além das ligac6es de hidrogénio, estédo
presentes interacdes de Van der Waals, que conferem alta viscosidade ao solvente.
(SEKHARAN, 2021)

Os Natural Deep Eutetic Solvents (NADES) ou Solventes Eutéticos Naturais
Profundos s&o um subgrupo dos DES, neste caso as substancias de partida sao de
origem natural, mais usualmente metabodlitos primarios de plantas. Apresentam
caracteristicas importantes para o atendimento dos principios da Quimica Verde:
baixa volatilidade em temperatura ambiente; baixa toxicidade; viscosidade ajustavel;
alta biodegradabilidade; seletividade quimica ajustavel através de alteracdes nas
propor¢cdes molares, permitindo a selecdo de grupos de substancias a serem
extraidos; além de apresentarem menor custo e se caracterizarem pelo baixo gasto
energético para produzir extratos (ZHANG et al., 2012; TANG et al., 2015; ZAINAL-
ABIDIN et al., 2017).
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A maioria dos metabdlitos primarios e secundarios das plantas possui baixa
solubilidade em agua. Quando a agua disponivel nas estruturas vegetais atinge a
quantidade de 50% (como em periodos de estiagem), os metabdlitos até entédo
insoltveis sdo capazes de interagir, tornar-se liquidos e formar NADES nas partes
internas da planta, garantindo a integridade estrutural, funcionalidade superior de
enzimas, manutencao do balanco osmotico e até mesmo preservacao do DNA, RNA
e proteinas. Além disso, os NADES tém sido considerados uma terceira fase liquida
nas estruturas vegetais, estocando e solubilizando compostos pouco sollUveis em
agua; a maioria metabdlitos secundarios, tarefa que agua e lipideos sdo incapazes de
realizar. E uma hipotese fantastica a que os NADES sejam, portanto, essenciais para
a sobrevivéncia das plantas em periodos de extremo estresse. O pouco de agua
disponivel restante interage com os NADES, mantendo as enzimas estéveis, porém
inativas. Quando a concentracdo de agua no meio aumenta, as enzimas podem se

reativar e desempenhar seu papel normalmente (RAMON e GUILLENA, 2019)

Os metabdlitos formadores de NADES mais comuns estdo presentes em nossa
dieta diariamente e sdo biocompativeis: colina, aminas, acuUcares, polialcoois,
aminoécidos e &cidos carboxilicos (ZAINAL-ABIDIN et al., 2017) e, em geral,
apresentam baixa toxicidade. Desta forma, os extratos vegetais produzidos com
NADES podem ser incorporados em formas farmacéuticas sem gque haja preocupacao
com contaminacao e/ou intoxicacdo pelo solvente utilizado. A baixa volatilidade se
mostra como um empecilho na producdo de extratos vegetais, pois ndo permite a
separacao soluto-solvente. No entanto, se os NADES empregados forem produto de
componentes utilizados como aditivos alimentares, como colina e lisina, a separacao
nao é necessaria — sendo até mesmo vantajosa — atribuindo valor nutricional e/ou
terapéutico adicional ao extrato (RUESGAS-RAMON et al., 2017). Possuem
interessantes caracteristicas fisico-quimicas, como baixissima volatilidade,
viscosidade ajustavel, alta capacidade de solubilizacdo de diferentes substancias —
onde pode-se ajustar a formulacdo do NADES para solubilizacdo de grupos
moleculares especificos, além de serem menos custosos e se caracterizam pelo baixo

gasto energético necessario para produzir o extrato (ZHANG et al., 2012).

O NADES selecionado para este trabalho foi desenvolvido a partir de mentol e
canfora, na proporcdo molar de 1:1. De carater hidrofébico, este NADES tém

viscosidade de aproximadamente 13.000 mpa.s e pH de 5,6. A canfora (C10H160)
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(figura 2) é uma cetona aliciclica de massa molar correspondente a 152,23 g/mol. O
oxigénio do grupo cetona atrai para si os elétrons 1, conferindo carga parcial negativa
ao atomo, e é, portanto, aceptor da ligacdo de hidrogénio (HBA). O DL-mentol
(C10H200) (figura 1) é um &alcool secundario aliciclico de massa molar 156,23g/mol,
gue atua como doador da ligacdo de hidrogénio (HBD) (SEKHARAN, 2021; HANSEN,
2021).

Figura 1. Nuvem eletronica e estrutura do DL-mentol, doador da ligacédo de hidrogénio

para formacao do solvente eutético natural profundo.

Fonte: MolView, 2022

Figura 2. Nuvem eletrénica e estrutura da canfora, aceptora da ligacdo de hidrogénio

para formacao do solvente eutético natural profundo.

Fonte: MolView, 2022
16



Casearia sylvestris Swartz foi descrita pelo botanico sueco Olof Peter Swartz em
1797 na obra Flora Indiae Occidentalis, fruto de uma expedicdo exploratdria na
Jamaica, Cuba e Haiti. A época foi classificada na extinta familia Flacourtiaceae, e
atualmente pertence a familia Salicaceae (ABSY, 1973). Possui diversos nomes
populares, como erva-de-lagarto, cha-de-bugre, cafezeiro-do-mato, lingua-de-tid,
apia-acanocu, bugre-branco, guacatunga, petumba, vassitonga, verre-forno; sendo o
mais comum em nossa regido a denominagao guacatonga. Se trata de uma planta de
porte arbustivo-arbéreo, podendo atingir de 1,5 m a 20 m de altura. A casca tem
coloracado parda acinzentada e textura rugosa. O tronco € de coloracéo palha medindo
de 20-30 cm de diametro, e as folhas atingem entre (3)6—14 cm de comprimento por
(1)2-3,2(4,2)5,0 cm de largura; sdo simples e pecioladas, de apice acuminado, com
peciolo de 0,5 a 0,6 cm de comprimento; as bordas sdo serrilhadas e por vezes
onduladas, dispostas de forma alternada e distica e possuem numerosas cavidades
secretoras esquizégenas contendo Oleo essencial. As flores sdo pequenas,
actinomorfas e esverdeadas, tendo 3 mm de didmetro e se condensam em
inflorescéncias que surgem nos meses de junho a margo, em grupos de 24-40 flores
na regidao axilar. As flores geram frutos globulosos e ovoides de epicarpo marrom
esverdeado e mesocarpo alaranjado a avermelhado, portadores de 1-4(7) sementes
de cépsula avermelhada com arilo amarelado e pegajoso (ABSY, 1973; KLEIN;
SLEUMER, 1984; TORRES; YAMAMOTO, 1986; IMATOMI, 2009). Esta distribuida
em pelo menos 22 estados brasileiros (MARQUETE, 2001).
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Figura 3. Casearia sylvestris Sw. (AGS 102) — Horto de Plantas Medicinais e Toxicas

da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Araraquara.

Fonte: Carvalho, 2015
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Figura 4. Ramo com folhas e inflorescéncias de Casearia sylvestris Sw. — Horto

didatico de plantas medicinais do HU/CCS, UFSC, Florianépolis.

Fonte: UFSC, 2020

Seu uso popular é documentado desde 1877 como antiofidico (CAMINHOA,
1877). Corréa (1931) descreveu a acao antitérmica do decocto da casca e das folhas.
Em 1939, Hoehne relatou atividade cicatrizante, anestésica e antisséptica de feridas,
além de possuir acdo estomaquica, auxiliando na digestao, e antitérmica. Em 1958,
Coimbra relatou atividade febrifuga, depurativa de diferentes formas farmacéuticas e
como benéfica quando usada em feridas sifiliticas, eczemas e Ulceras; na forma de
decocto. Atualmente é empregada na medicina tradicional como cicatrizante,
antitérmica, depurativa, antiulcerosa, antirreumatica, antidiarreica, anti-inflamatoria,
no tratamento de doencas de pele, antiofidica e como anestésico topico (FERREIRA
et al., 2011).

As atividades farmacoldgicas dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% de
guacatonga incluem atividade antiulcerogénica, confirmada por Santos (2008) ao

avaliar esta atividade pelas casearinas F, B, D, H e X (diterpenos clerodanicos) em
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lesbes estomacais induzidas pelo etanol em ratos, antiofidica, cicatrizante e anti-
inflamatoria, sendo esta ultima atribuida a caseargrewiina F e casearina B (PIERRI et
al., 2017). O d6leo essencial das folhas também demonstrou atividade anti-inflamatoria
e antiulcerogénica (FERREIRA et al., 2011). A infusédo das folhas como preparacao
extemporanea € auxiliar nos sintomas dispépticos e seu uso esta descrito desde 2011

no Formulario Nacional de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011).

Sua ampla distribuicdo no pais acarreta a variabilidade morfolégica, anatémica
e quimica. A variedade utilizada nesta pesquisa € a C. sylvestris var. sylvestris,

predominante na Mata-Atlantica, que apresenta maior teor de diterpenos clerodanicos.

As classes de substancias encontradas em C. sylvestris sdo monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos; nor-isoprenoides, triterpenos, &cido cafeico, &cido
clorogénico, acido vanilico, lapachol, flavonoides, neolignanas, ésteres derivados do
acido galico e derivados do acido elagico. Sdo encontrados 41 diterpenos
clerodanicos em C. sylvestris, onde 27 sdo do tipo casearinas: casearinas A-X, e
caseargrewiina F, isolados de folhas; e casearvestrinas A-C, isoladas de folhas e
ramos. Além disso, foram identificados em extratos etandlicos e hidroetandlicos das
folhas de C. sylvestris outros diterpenos clerodanicos menos complexos
estruturalmente, como o A&cido hardwickiico e a 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona,
(SANTOS et al,, 2007), além de diterpenos ent-kauranos. Alguns trabalhos
demonstram que essa classe de substancias é responsavel pelas principais atividades
farmacoldgicas dessa espécie (SANTOS, 2008; PIERRI et al., 2017; FERREIRA et al.,
2011; 2014; XIA et al., 2015).

Os dados da literatura sugerem que os extratos das folhas de C. sylvestris
possuem baixa toxicidade. Além de varios outros exemplos, a DLso do extrato
etandlico 75% € 32 vezes maior do que a dose necessaria para se atingir o efeito
antiulceroso, 57,5 mg/kg por via oral. A DLso do 6leo essencial foi 10 vezes maior do
gue a dose necessaria para que se atinja esta atividade especifica, que é 110 mg/kg
por via oral (BASILE et al., 1990; ESTEVES et al., 2005). No entanto, ndo h& estudos
para extratos com NADES, havendo necessidade de aprofundamento da avaliacao

toxicoldgica deste extrato.

Em contraste com o potencial poluente e danoso a saude dos solventes
organicos mais comumente utilizados para extracdes vegetais, o0s NADES atendem
20



aos principios da Quimica Verde e sdo biocompativeis. Adicionalmente, tém tido éxito
na extracdo de metabdlitos secundarios bioativos, mostrando até mesmo eficiéncia
superior as extragdes de terpenoides com solventes convencionais (KRIZEK et al.,
2018). Tendo em vista a importancia de C. sylvestris como planta medicinal
amplamente usada em fitoterapicos, € de suma importancia comparar a seletividade
e eficiéncia da extracdo de casearinas com o NADES lipofilico composto por mentol e

canfora, tendo o extrato etandlico como referéncia para comparacéo.

2 Objetivos

Comparar a seletividade na extracdo de casearinas das folhas de C. sylvestris

utilizando NADES lipofilicos e a extrac@o etandlica convencional como referéncia.
2.1 Objetivos Especificos

a) Sintetizar NADES composto por mentol e canfora na proporgdo molar
1:1;

b) Realizar extracdo de diterpenos e sesquiterpenos utilizando NADES
como solvente;

c) Avaliar a extragdo com NADES, empregando planejamento experimental,
e comparar a seletividade na extracao de diterpenos e sesquiterpenos com a

extragdo convencional com etanol; através de andlises cromatogréficas.
3 Materiais e métodos
3.1 Materiais, equipamentos e acessorios

Balanca analitica: Marte®, modelo AY220 (Max 220 g. min 0,01 g; d = 0,0001 g).
Cromatografo Liguido de Alta Eficiéncia acoplado a detector UV/Vis - HPLC-UV
Shimadzu®: bomba binaria LC-6AD, desgaseificador, injetor manual Rheodyne de 6
porticos com loop de 2.000 pL, detector UV/VIS de comprimento de onda variavel
SPD-M20A, médulo gerenciador do cromatégrafo CBM-20A e software LC solution®
versao 1.25 SP4.
Barra magnética
Coluna cromatogréfica para CLAE: Thermo Scientific® C18 (250 x4,6 mm; 5 ym)
Cromatografia em camada delgada: placas em aluminio cobertas com silica gel
(Sigma-Aldrich®, 20 x 20 cm, 15-40 ym, 0,25 mm).
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Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a espectrometro de massas -
HPLC-MS Alliance Waters®: bomba quaternaria, desgaseificador, injetor automatico,
acoplado com detector quadrupolo através de fonte de ionizac&o do tipo electrospray
(QDa, Waters®).

Droga vegetal — Folhas de C. sylvestris pulverizadas.

Espectrofotdmetro no IV: Bruker®, modelo IV-FT, modelo Tensor 27 — Platinum ATR.
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier no modo de reflexdo
total atenuada

Estufa de secagem: Fanem®, modelo 315 SE

Fase estacionaria utilizada em EFS: Silica gel Fluka Sigma-Aldrich®, 63-200 um; 60
A e algodéo, filtro de membrana 0,22 ym

Filtro de membrana: 0,22 ym, PVDF Millipore®

Papel aluminio

Papel de filtro

Pipetadora automatica: Rontgai®, e ponteiras

Placa Aquecedora com agitacdo magnética: Tecnal®, modelo TE-0851

Solventes e reagentes

a) Agua deionizada: obtida em sistema purificador de 4gua Gehaka® modelo
DG300.

b) Agua ultrapura: Merck Millipore®, obtida em modelo Direct® — Q 3 UV.

c) Solventes grau cromatografico: Acetato de etila, acetonitrila, &cido acético
glacial, &cido férmico, acido sulftrico, alcool etilico, alcool metilico, anisaldeido,
heptano, isopropanol ACS LS Chemicals®, J.T. Baker®

d) Soélidos para formar NADES: Canfora PA (teor > 96%) Exodo Cientifica® e
mentol PA (teor 99%) Dinamica®

Ultrassom: Unique®, modelo USC — 2800, frequéncia 40 KHz.
Vidrarias: Cuba cromatografica e tampa, funil, béqueres, gral e
pistilo, borrifador de vidro, pipeta de Pasteur, seringa, seringa injetora de 20 uL,

bagueta, vials, tubos de ensaio, termdémetro.
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3.2 Meétodos

Figura 5. Resumo dos procedimentos em fluxograma

Sintese do NADES
(mentol.canfora 1:1)

Caracterizagdo por FTIR-ATR Extrac&o da droga vegetal com etanol

(50mg/mL)
Extrac&o da droga vegetal com NADES
(50mg/mL)
Pré-tratamento em modo normal
Pré-tratamento Pre-tratamento
em modo normal em modo reverso
HPLC-UV HPLC-MS CCD

3.2.1 Sintese do NADES

Para sintese do solvente eutético natural profundo, foi pesada massa
equivalente a 0,07 mol de mentol (10,93899g) e 0,07 mol de canfora (10,6561g). Os
sélidos foram transferidos para gral e foram triturados com pistilo. O liquido resultante
foi transferido para um béquer de 100 mL, juntamente a barra magnética e o recipiente
foi fechado com papel aluminio. O béquer foi posicionado no agitador magnético, e o
equipamento foi acionado para atingir nivel 03 de agitacdo e 30% de aquecimento.
Durante a agitacdo, a temperatura foi aferida eventualmente com termdémetro de
mercurio para evitar aquecimento acima dos 80°C, mantendo-se esta configuracao
por 10 minutos. Procedimento realizado em duplicata (ORTEGA-ZAMORA, 2020;
RIBEIRO, 2015; DE LOS ANGELES FERNANDEZ, 2018; SAHIN, 2020; SANTANA,
20109.
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3.2.2 Caracterizacao do NADES por FTIR-ATR

A formacéao de ligagdo de hidrogénio, comprovando a execugdo correta da
metodologia de sintese do NADES foi investigada utilizando o método de
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier no modo de reflexao
total atenuada (FTIR-ATR). Foram aplicadas quantidades suficientes para analise, do
mentol e canfora no estado sélido e do NADES em estado liquido. Os espectros de
IV-FT foram obtidos no modo de reflexdo atenuada (ATR), na faixa de 4000-500 cm?,
com 64 varreduras e resolucdo de 4 cm™ em espectrofotdmetro Alpha Platinum ATR

Brucker®, utilizando o programa OriginPro 9 SR2 para o tratamento dos dados.

3.2.3 Testes de solubilidade dos NADES na fase modvel para

analise por HPLC
Antes de seguir com analise em HPLC, a solubilidade do NADES em fase movel
proposta para a analise de casearinas em HPLC-UV e HPLC-MS foi testada. Para
isso, foram adicionados alcool metilico, acetonitrila e agua ultrapurificada nas
proporcdes 22:44:34 (v/v) em um béquer. Em tubos de ensaio, foi adicionado volume

de NADES e fase movel que respeitassem as proporc¢ées 1:3, 1:4, 1.5, 1:6, 1:7 e 1:8.

3.2.4 Extracao com NADES e com etanol
Para extrair os componentes da droga vegetal, foi pesada uma massa de 500
mg da droga vegetal pulverizada e, em béquer, a droga vegetal entrou em contato
com 10 mL do solvente, NADES e etanol absoluto separados, respeitando a
concentracdo de 50 mg/mL. As misturas foram agitadas brevemente, e sonicadas por
10 min em banho ultrassénico com agua aquecida a 40°C, constantemente aferida
por termdémetro. Depois, foi realizada a filtracdo em papel de filtro convencional.

Processo realizado em duplicata (adaptacéo de KRIZEK et al., 2018).

3.2.5 Pré-tratamento para andlises cromatogréaficas por extracao
de fase sélida em modo normal do extrato de NADES e

extrato etanolico
O pré-tratamento da amostra foi realizado adicionando-se camada fina de
algodao, cartucho de 1,5 cm de silica gel 60 e outra camada fina de algoddao, como
fase estacionaria. A coluna foi ativada e condicionada com 2 mL de heptano, e 1 mL
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do extrato de NADES “1” foi eluido através da coluna. Foram eluidos entdo 4 mL de
heptano, e com o sistema adaptado de pressurizacao, a fracdo heptanica foi coletada
em béquer, gerando a amostra “FH1”. Posteriormente, adicionou-se 4 mL de acetato
de etila, que foi eluido através da coluna, gerando a fase acetato de etila, amostra “1”.
O mesmo procedimento foi realizado com o extrato de NADES “2” (duplicata), gerando
a fase hepténica “amostra FH2” e a fase de acetato de etila “amostra 2”. Todas as

amostras secaram em capela de exaustéo e foram reservadas.

Procedimento idéntico foi realizado com o extrato etandlico (EtOH), onde o
extrato “1” foi eluido através da coluna, gerando as amostras “FHs” (fracdo heptanica)
e “3” (fragcao acetato de etila). Na replicata extrato “2”, foram coletadas as fragbes FHa

e 4, heptanica e de acetato de etila, respectivamente.

Figura 6. Fluxograma representativo da origem das amostras FHi1, 1, FH2 e 2.

Amostras
FracA;ag FH,
heptanica
Extrato NADES
1
Fracao acetato
. 1
de etila
Droga vegetal
(folhas) ~
Fracao
x FH,
heptanica
Extrato NADES
2
Fracao acetato ’
de etila

Figura 7. Fluxograma representativo da origem das amostras FHs, 3, FHas e 4.

Amostras
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Fragao FH,
heptanica
Extrato EtOH
1
Fragao acetato
. 3
de etila
Droga vegetal
(folhas) N
Fracao
heptanica FH,
Extrato EtOH P
2 Fragao acetato 4
de etila

As fracBes resultantes das extracdes em fase soélida, apds eliminacdo dos
solventes, foram solubilizadas em 0,5 mL de metanol 80%, filtradas em membrana
PVDF de 0,22 um e armazenadas em vials numerados como 1, 2,7, 8,9, 10, 11 e 12.
As massas dos extratos secos foram de aproximadamente 9 mg, gerando

concentracdo de 18 mg/mL.

3.2.6 Pré-tratamento para andlises cromatogréaficas por extracao

de fase sdlida em modo reverso do extrato etanoélico

O pré-tratamento foi realizado utilizando-se seringa e cartucho de silica C18 com
500 mg. O cartucho foi ativado com 5,0 mL de metanol e condicionado com o eluente
metanol:dgua 98:02 (v/v). O extrato seco foi solubilizado em 1 mL do eluente, que foi
eluido através da coluna. Mais 4,0 mL de eluente foi adicionado a coluna, gerando a
amostra “5”. O procedimento foi repetido, gerando a amostra “6” (duplicata). As

amostras foram secas em capela de exaustao (SANTOS, 2008).

Figura 8. Fluxograma representativo da origem das amostras 5 e 6
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Amostras

Extrato EtOH Fracdo
L metanol:agua 5
Droga vegetal 98/02 (vIv)
(folhas) Fraca
céo
Extratg EtOH metanol:agua 6
98/02 (v/v)

O conteudo seco dos béqueres resultantes dos pré-tratamentos foi solubilizado
em 0,5 mL de metanol 80%, filtrado em membrana PVDF 0,22 ym e armazenado em

vials.

3.2.7 Analises por HPLC-UV e HPLC-MS

A analise em HPLC-UV foi realizada segundo PIERRI et al. (2017). As condi¢des
cromatograficas foram as seguintes: coluna de C18 (250 x 4,6 mm; 5 uym), e fase
movel em gradiente linear de metanol:acetonitrila:dgua 22:44:34 (v/v) para 47:53:00
em 42 min e, nos ultimos 5 min isocraticamente em 47:53:00. A vazéo foi de 0,8
mL/min, o volume de injec&o foi de 20 pL e a leitura ocorreu a 235 e 254 nm.

Para as analises por HPLC-MS do extrato etanolico, foi adicionado 0,1% de acido
férmico na fase mével acima descrita para a ionizacdo das substancias. No caso da
analise do extrato de NADES a condicao de fase mével empregada foi gradiente linear
de acetonitrila: agua 55:45 (v/v) para acetonitrila em 42 min e, nos ultimos 5 min
isocraticamente com acetonitrila; também foi adicionado 0,1% de &cido formico na
fase movel. Os parametros de operacao utilizados na fonte de ionizacdo ESI foram:
voltagem do capilar: 1,5 kV, voltagem do cone: 5 V, temperatura da fonte ESI (modo
positivo): 150 °C, temperatura de dessolvatacdo do gas N2: 350 °C, vazéo do gas de
dessolvatacdo: 600 L/h. A faixa de massas usada no modo de andlise full-scan foi de
300 a 700 unidades de massa,; foram selecionadas massas especificas relatadas na
literatura para casearinas de [M+H]*, [M+Na]* e [M+K]* (Danuello et al., 2020).0
equipamento foi controlado pelo programa Empower 3 (Waters® Corporation) no qual

foram feitas a aquisicéo e analise de dados.

3.2.8 Analises por cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada foi realizada em duas cromatoplacas, uma

para as amostras pré-tratadas dos extratos de NADES e outra para as amostras pré-
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tratadas dos extratos etanélicos e os padrdes caseargrewiina F e casearinas J, O e X,
também etandlicos obtidos por Oda (2021) e Carvalho (2015). Nas placas foi
delimitado com lapis a altura de 1 cm para os pontos de aplicacdo, com distancia de
1,0 cm entre as amostras e padrdes. Foram aplicados 40 yL de amostra, e assim que
completamente secas, as cromatoplacas foram inseridas em cuba saturada por 60
min, preenchida com 1 cm de fase modvel, composta por hexano:acetato de
etilazisopropanol 60:37:03 (v/v) (Muta, 2017). A distancia eluida foi de 16, na
cromatoplaca para NADES e 17 cm na cromatoplaca para amostras etandlicas. A
revelacao foi realizada apés a eluicdo da fase movel através da cromatoplaca e sua
completa secagem, borrifando solucdo de anisaldeido sulfarico previamente
preparada, na propor¢cdo de anisaldeido:acido acético:metanol:acido sulfdrico
0,5:10:85:5, e apds breve secagem, a cromatoplaca foi acondicionada em estufa de

revelacao por 10 min a 110°C.

4 Resultados e discusséao

4.1 Sintese do NADES

Para que as substancias precursoras interajam entre si através de ligacdes de
hidrogénio, interag6es dipolo-dipolo e intera¢des van der Waals, € necessario que se
aplique energia no sistema. Em 2019, Santana e colaboradores (Santana et al., 2019)
avaliaram a eficiéncia de trés diferentes métodos de sintese de NADES — aquecimento
e agitacdo, método descrito por Dai et al. (2013), sintese assistida por ultrassom e
sintese assistida por micro-ondas, obtendo resultados idénticos nas caracterizacdes
por FT-IR. Dessa forma, foi escolhida a sintese por meio de aquecimento e agitacao,

por ser mais simples e acessivel.

E consolidado na literatura que os NADES s&o liquidos limpidos estaveis a
temperatura ambiente, ndo sendo possivel ou interessante armazenamento sob
refrigeracao, pois além de ir a contramao dos principios da quimica verde pois o ideal
€ gerar processos com 0 minimo gasto energético possivel, tal armazenamento é
incompativel com a maioria dos solventes eutéticos naturais profundos. Afinal a
temperatura eutética ideal para alcancar o ponto eutético da mistura nao seria atingida
pelo sistema, e a consequéncia seria precipitacdo ou retorno ao estado solido de um

dos componentes — a depender da composi¢ao do sistema.
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A exemplo, pode-se observar na figura 8 que o ponto eutético da mistura
mentol:canfora é de aproximadamente 0°C na proporcéo de 55% de mentol e 45% de
canfora, proporcdo de ponto eutético. Acima desta temperatura a mistura estara no
estado liquido. Ja no NADES desenvolvido neste trabalho, que tem proporgéo molar
1:1 (50:50), a temperatura minima para que o sistema se mantenha no estado liquido
€ de aproximadamente 10°C. Foi observado o efeito da refrigeracdo a 8°C,
corroborando o dado experimental - observou-se formacéo de cristais grumosos no

fundo do recipiente.

Figura 9. Diagrama binéario de fases do NADES composto por mentol e canfora.
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Fonte: Phaechamud et al., 2016

4.2 Caracterizagdo do NADES por FTIR-ATR

A ligacdo de hidrogénio entre um grupamento hidroxila de uma molécula
pequena, e a carbonila de outra molécula, é o mais importante fenbmeno eutético
relatado. Pode-se evidenciar o sucesso na formacdo de NADES ao observar a
deformacéo axial em 3.415 cm™ da ligacédo quimica O-H do mentol como uma banda
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mais larga e deslocada para maior valor de nimero de ondas no sistema eutético,
sendo no mentol o valor desta banda de 3.251 cm™. No caso da deformacéo axial da
ligagdo C=0 da céanfora, nao foi observado deslocamento da banda, sendo o valor
desta banda igual a 1.741 cm™, tanto para a canfora quanto para a mistura eutética.
Estas observacdes estdo de acordo com o descrito na literatura para mistura eutética
canfora: mentol (PHAECHAMUD et al., 2016).

Figura 10. Espectro de absorcdo no IV da mistura eutética mentol: canfora na

proporcao molar 1:1.
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Figura 11. Espectro de absorg&o no IV do mentol.
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Figura 12. Espectro de absorcado no IV da canfora.
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4.3 Testes de solubilidade dos NADES em fase movel

A solubilidade do NADES, altamente hidrofébico, foi testada na fase movel
utilizada nas analises cromatograficas para evitar entupimento da coluna, e resultados
insatisfatorios por incompatibilidade. A solubilidade foi satisfatéria na proporcao
NADES: fase movel 1:5 (v/v), onde foi possivel observar que a partir desta propor¢cao
sistemas monofasicos em repouso ou limpidos sob agitacdo se formassem, ao invés
de sistemas bifasicos em repouso ou turvos sob agitacdo, conforme foi possivel

observar em proporc¢des inferiores a 1:4.

4.4 Extracéo

A extracdo, realizada conforme KRIZEK et al. (2008), resultou em liquidos
viscosos de coloracdo esverdeada. Como é uma caracteristica intrinseca dos NADES
a auséncia de volatilizacdo, e os métodos de secagem contrariam alguns principios
da quimica verde, e considerando também sua biocompatibilidade, optou-se por pular
a etapa de secagem dos extratos, que seguiram para o pré-tratamento para analises

cromatograficas imediatamente apds a extracao.
A extracdo etandlica foi realizada de maneira idéntica a extracdo realizada com
o NADES, para que a comparacao qualitativa dos extratos fosse baseada apenas na

diferenca entre os solventes extratores - NADES e etanol.

4.5 Pré-tratamento dos extratos para analises cromatograficas

Ambas as fracdes heptanica e de acetato de etila obtidas no pré-tratamento dos
extratos de NADES por EFS em modo normal apresentaram coloracao esverdeada
(clorofila), sendo a primeira de coloracdo mais intensa. As amostras foram colocadas
em capela de exaustdo para que secassem, porém, dado o alto teor de NADES na
fracdo heptanica, estas ndo secaram, resultando em um liquido altamente viscoso de
coloracdo esverdeada, enquanto as amostras de acetato de etila secaram-se
completamente, o que sugere que os componentes do NADES foram eluidos, ao

menos predominantemente, na fracao heptanica.

Os extratos etandlicos foram submetidos ao mesmo processo de pré-tratamento
acima para a comparagdo qualitativa, eliminando a possivel davida de que o pré-

tratamento fosse responsavel por eventuais diferencas na composi¢cao quimica entre
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0s extratos. As fracdes resultantes, heptanica e de acetato de etila, secaram

completamente em capela de exaustao.

Os extratos etandlicos também foram submetidos a pré-tratamento por extracao
em fase solida em modo reverso previamente desenvolvido para analise de caserinas
em extrato etandlico de C. sylvestris e utilizado em diversos trabalhos (Oda, 2021;
Pierri et al., 2017; Santos, 2008), para que fosse possivel comparar a seletividade do
pré-tratamento empregado em modo normal desenvolvido no presente trabalho. A
fracdo metanol: agua 98:02 (v/v) resultante contendo as casearinas secou

completamente em capela de exaustao.

4.6 Analises por HPLC-UV

As andlises por HPLC-UV dos extratos empregaram meétodo ja descrito na
literatura (ODA, 2021; CARVALHO, 2015; PIERRI et al, 2017) desenvolvido para a
analise de casearinas em extrato etandlico de folhas de C. sylvestris. Com base no
uso de padrdes (casearinas purificadas) e também de espectros no UV e de massas
quando foram empregadas as técnicas hifenadas LC-PDA/UV e LC-MS, é possivel
sugerir que 0s picos com tr entre 10-30 min sdo relativos as casearinas. Como
exemplo, Carvalho (2015) observou tr para a caseargrewiina F e casearinas B e J de
15,5, 18,1 € 19,3 min.

As figuras 12 e 13 apresentam os cromatogramas relativos as analises por
HPLC-UV da fracdo acetato de etila do extrato de NADES (amostra 1, figura 12),
fracdo acetato de etila do extrato etandlico (amostra 8, figura 13), fracdo heptanica do
extrato etandlico (amostra 7, figura 14) e fracdo metanol: 4gua 98:02 do extrato
etandlico (amostra 11, figura 15). O mesmo dado ndo pdde ser obtido com a fracao
heptanica do extrato de NADES dada a alta afinidade dos componentes com a coluna
cromatografica que, mesmo com uso de coluna de guarda, ocasionou aumento

consideravel da pressédo do sistema cromatografico.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV referente a analise da fracao
acetato de etila do extrato de NADES (amostra 1), fracdo heptanica do extrato
etandlico (amostra FHz3), fracdo acetato de etila do extrato etandélico (amostra 3) e
fracdo metanol: agua 98:02 do extrato etandlico (amostra 5). Condi¢des de andlise:
coluna de C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); fase modvel em gradiente linear de
metanol:acetonitrila:agua 22:44:34 (v/iv) para 47:53:00 em 42 min e, 5 min
iIsocraticamente em 47:53:00; vazao de 0,8 mL/min; o volume de injecdo de 20 pL;
comprimentos de onda em 235 nm e 254 nm (apéndice 9)
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Todas as amostras avaliadas apresentaram picos com tr entre 10-30 min,
indicativos da presenca das casearinas nas amostras. A amostra 1 (fracdo acetato de
etila do extrato de NADES), apresentou picos com menor intensidade dentre as
amostras avaliadas. Com relacdo ao extrato etandlico, a fracdo acetato de etila
(amostra 8) apresentou picos alargados, o que pode ter sido efeito de residuo de
acetato de etila (pré-tratamento em modo normal) na amostra apds a secagem.
Observa-se que a fracdo heptanica do extrato etandlico (amostra 7) e a fragédo
metanol: agua 98:02 (amostra 11) tem perfil qualitativo muito semelhante, indicando
gue o pré-tratamento por extracdo em fase sélida em modo normal ndo foi seletivo
para as casearinas - tanto a fracdo acetato de etila e quanto a heptanica apresentam
picos relativos as casearinas - e que as condi¢cbes precisam ser otimizadas. Desta
forma, possivelmente a fracdo heptanica do extrato de NADES deve também conter

casearinas.

4.7 Analise por HPLC-MS

As analises por HPLC-MS tiveram por objetivo a identificacdo de casearinas
nos extratos etanolico e de NADES. Ainda que chamada de identificag&o provisoéria
por ser sustentada apenas pelos dados dos espectros de massas, considerando a
origem da amostra e os demais dados cromatograficos obtidos, pode-se considera-

la de confiabilidade adequada aos objetivos do trabalho.

O cromatograma no modo scan (TIC) da amostra 3 (Figura 16.A) apresentou
perfil complexo, com picos majoritarios com tr entre 10-30 min, caracteristicos das
casearinas em extratos etandlicos na condicdo de analise empregada, conforme
discutido no item 2.2.5. A Figura 16.B apresenta os cromatogramas de ions
selecionados (SIR) sobrepostos. A partir dos dados dos espectros de massas
(Apéndice 1 e 2) sistematizados na tabela 1, foi possivel identificar casearinas no

extrato etanolico.

Os picos entre 450 e 600 Da com maior intensidade foram avaliados segundo
Danuello (200X), onde foi possivel correlacionar os valores dos adutos cationizados
com um préton e os ions de sddio e potassio, permitindo identificar de forma provisoria

as substancias identificadas através do método (Tabelas 1 e 2)
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Figura 14 (A e B): Cromatogramas obtidos por HPLC-MS referente a analise da
fracdo acetato de etila do extrato etandlico (amostra 3) - (A): Total lon Chromatogram
(TIC) — scan 350 a 650 Da; (B): SIR. Condi¢Bes de andlise: coluna de C18 (250 x 4,6
mm; 5 ym); fase movel em gradiente linear de metanol:acetonitrila:agua (0,1% é&cido
férmico) 22:44:34 (v/v) para 47:53:00 em 42 min e, 5 min isocraticamente em

47:53:00; vazao de 0,8 mL/min; o volume de injecéao de 20 pL.
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Tabela 1: Dados obtidos na andlise por HPLC-MS da amostra 3 (fracdo acetato de

etila do extrato etandlico)

) [M+ H]* [M + Na]* [M+K]* Substéancia Identificada
R
(m/z) (m/z) (m/z) Provisoriamente
8651 A) 571 B) 571 A) casearina D, M ou P
B) casearina I, X ou casearvestrina C
9,175 B) 515 casearina V
A) casearina Aou L
10,227 A) 557 B) 557 i )
B) casearina G ou casearvestrina B
A) casearina D, M ou P
B) 571 ) ]
11,368 A) 571 C) 587 B) casearina |, X ou casearvestrina C
C) casearina D, M ou P
A) casearina D, M ou P
A) 571 ) ]
12,156 B) 571 B) casearina |, X ou casearvestrina C
C) 585

C) casearina J, Kou Q
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13,468

16,010

17,764

21,621

23,375

26,622

34,855

A) 571
C) 585

527

A) 557

A) 571
C) 555

599

585

A) 541
B) 557

B) 571

B) 557
C) 573

B) 571

C) 557

A) casearina D, M ou P
B) casearina |, X ou casearvestrina C

C) casearina J, Kou Q

casearina H, casearvestrina A ou
caseargrewiina F
A) caseariasida A ou B
B) casearina Aou L
C) casearina Aou L
A) casearina D, M ou P
B) casearina I, X ou casearvestrina C
C) casearina I, X ou casearvestrina C

casearinaBou T
casearina J, Kou Q

A) casearina G ou casearvestrina B
B) caseariasida A ou B

C) casearina Aou L

O cromatograma do extrato com NADES também teve perfil complexo, com

picos majoritarios com tr entre 10-30 min (apéndice 3), caracteristicos das

casearinas em extratos etandélicos na condicdo de analise empregada. A partir dos

dados dos espectros de massas (Apéndices 4 a 8) sistematizados na tabela 2, foi

possivel identificar casearinas no extrato de NADES.

Tabela 2: Dados obtidos na andlise por HPLC-MS da amostra 1 (fracdo acetato de
etila do extrato com NADES).

. [M+H]* [M + Na]* [M+K]* Substéancia Identificada
R

(m/z) (m/z) (m/z) Provisoriamente
14,388 A) 549 A) casearina D, M ou P
15,819 531 casearina V
15,976 --- 571 casearia |, X ou casearvestrina C
26,201 555 casearina X ou casearvestrina C
28,593 --- 561 casearina F
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4.8 Cromatografia em camada delgada

Na cromatoplaca da figura 17, cuja distancia percorrida pela fase mével foi de
17cm, pode-se dizer que as substancias de interesse estéao entre 3,4 e 13,6 cm, com
Rt = 0,2 e 0,8, respectivamente. Embora os padrdes utilizados ndo tenham a pureza
adequada, com excec¢ao da casearina J, € possivel identificar as casearinas J e X (Rt
= 0,23 e 0,35, respectivamente) nas fragées do extrato etandlico. Isto ja era esperado
pois 0s extratos em questdo sdo etandlicos, e ja € de pleno conhecimento o 6timo
desempenho deste solvente na extracao de diterpenos clerodanicos. Assim como na
analise por HPLC-UV, a analise por CCD também mostrou a presenca das casearinas

na fracdo hepténica do extrato etandlico.
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Figura 15. Cromatoplaca referente a analise das fracbes do extrato etandlico.
CondicOes de analise: silica gel; hexano:acetato de etila:isopropanol 60:37:03 (v/v);
revelacdo com anisaldeido sulfirico. Amostras: 7 e 9 — Fracdes heptanicas
(replicatas). 8 e 10 — FracOes de acetato de etila (replicatas). 11 e 12 — Produtos do
pré-tratamento em fase soélida (modo reverso) (replicatas). F - caseargrewiina F. J -
casearina J. O — casearina O e X — casearina X.

O interesse se volta a capacidade do NADES composto por mentol e canfora em
extrair as casearinas. Nesta cromatografia em camada delgada a fase movel
percorreu 16 cm da placa (figura 18), ou seja, a presencga de casearinas € esperada
entre 3,2 e 12,8cm, com Rt = 0,2 e 0,8, respectivamente — 0 que é possivel observar.
Outro fator de interesse é que o pré-tratamento foi benéfico ao extrato, removendo o
excesso de NADES. Conforme sugerido na discusséo da anélise por HPLC-UV, foram
realmente observadas bandas relativas as caserinas na fragdo heptanica do extrato

etanolico, embora em menor niumero e intensidade do que na fracdo de acetato de
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etila. Ou seja, o pré-tratamento em modo normal cumpriu parcialmente seu propaésito,
removendo interferentes, porém a seletividade para casearinas na fracdo acetato de

etila deve ser ainda otimizada.

Figura 16. Cromatoplaca referente a andalise das fracbes do extrato de NADES.
Condicbes de andlise: silica gel; hexano:acetato de etila:zisopropanol 60:37:03 (v/v);
revelacdo com anisaldeido sulflrico. Amostras: 1 e 2: Fracbes acetato de etila
(replicatas). FH1 e FH2 — Fragdes heptanicas (replicatas)

De acordo com os trabalhos de Muta (2017) e Carvalho (2018), a presenca de
bandas cromatograficas de coloracéo roxa com fator de retencéo (Rr) de 0,2 a 0,8 na
condicdo de andlise empregada € forte indicio da presenca dos diterpenos
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clerodanicos de C. sylvestris, afinal € nesta faixa que ficam retidas as casearinas B,

D, H, X e a caseargrewiina F.

Os THEDES (Therapeutical Deep Eutetic Solvents), ou solventes eutéticos
profundos terapéuticos, sdo outro subgrupo de DES em que ao menos um dos
componentes do sistema eutético € um ingrediente farmacéutico ativo, ou até mesmo
quando farmacos s&o solubilizados em DES. A titulo de exemplo, o ibuprofeno, um
anti-inflamatoério ndo esteroidal, foi utilizado para formar THEDES com mentol e
limoneno, que tem propriedades antitumorais bem estabelecidas. Considerando o
potencial de incorporar o extrato vegetal com DES em formas farmacéuticas, a ideia
de extrair diterpenos clerodanicos com THEDES, como a mistrura mentol: canfora, é
deveras interessante, sobretudo considerando que quando uma molécula pouco
soluvel em &gua é incorporada em um sistema eutético profundo, ocorre o fenébmeno
de hidrotopia, que é o aumento da solubilidade em agua por mecanismo diferente da
solubilizacdo micelar, o que aumenta o leque de possibilidades de participagcdo em
diferentes formas farmacéuticas de base aquosa, como um produto de uso topico de
propriedades anti-inflamatéria e analgésica, com extrato de C. sylvestris utilizando
THEDES, explorando o potencial anti-inflamatério das casearinas B e F, anestésica e

anti-inflamatoéria do mentol, e anestésica da canfora.

5 Conclusao

A sintese do NADES lipofilico composto por mentol e canfora na proporgéo molar
1:1, com a metodologia adotada, utilizando-se aquecimento e agitacdo magnética foi

bem-sucedida, conforme foi possivel avaliar na caracterizacédo por FTIR-ATR.

A extracdo em fase sdélida em modo normal foi pouco seletiva, conforme foi
possivel observar nas anélises por HPLC-UV e CCD das fragfes heptanicas do extrato
etandlico (amostra 7) e na amostra 11, cujo pré-tratamento foi realizado em modo
reverso. Como os dados qualitativos dessas amostras foi bastante semelhante, &
possivel concluir que, nos extratos de NADES, tanto nas fragBes heptanicas quanto
nas fracoes acetato de etila havia casearinas; indicando necessidade de otimizagao

do método de pré-tratamento em modo normal.

Foram identificadas casearinas nos extratos etanolico e de NADES utilizando a
técnica de HPLC-MS, através dos dados dos espectros de massas. Portanto, o
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NADES mentol:canfora 1:1 pode ser utilizado como solvente para extrair diterpenos
clerodanicos de C. sylvestris, porém os dados de CCD e HPLC indicam que o etanol
€ mais seletivo para este tipo de extracdo, sendo que as areas dos picos do
cromatograma da fracdo de acetato de etila do extrato de NADES foram as menores

observadas.
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acetato de etila do extrato de NADES (amostra 1); Total lon Chromatogram (TIC) —
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scan 350 a 600. Condi¢oes de analise: coluna de C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase
movel em gradiente linear de metanol:acetonitrila:agua (0,1% acido formico) 22:44:34
(v/v) para 47:53:00 em 42 min e, 5 min isocraticamente em 47:53:00; vazao de 0,8
mL/min; o volume de injecdo de 20 pL.
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17.664 Peak 26 - QDa Positive Scan QDa Positive(+) Scan (470.00-690.00)Da, Centroid, CV=5
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Apéndice 9. Cromatogramas obtidos por HPLC-UV referente a andlise da fracédo

acetato de etila do extrato de NADES (amostra 1), fracdo heptanica do extrato
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coluna de C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase mével em gradiente linear de
isocraticamente em 47:53:00; vazao de 0,8 mL/min; o volume de injecdo de 20 uL;

fracdo metanol: agua 98:02 do extrato etanolico (amostra 5). Condi¢cGes de analise:
metanol:acetonitrila:dgua 22:44:34 (v/v) para 47:53:00 em 42 min e, 5 min

etanodlico (amostra FHs), fracdo acetato de etila do extrato etandlico (amostra 3) e

comprimentos de onda em 254 nm
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