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RESUMO 

 

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de método de extração e 

quantificação da citocalasina D, produzida pelo fungo endofítico Xylaria sp.. A 

técnica de extração tem embasamento no planejamento fatorial utilizando um gráfico 

ternário como referência, onde cada  vértice foi constituído de um solvente puro. Os 

solventes utilizados foram: acetato de etila, álcool isopropílico e éter etílico. Foram 

selecionados 10 pontos no gráfico a partir dos quais foram realizadas as devidas 

extrações em triplicata, resultando em 30 amostras do extrato bruto de Xylaria sp.. A 

avaliação da quantidade de citocalasina D no extrato bruto foi feita por quantificação 

por RMN de 1H utilizando-se o antraceno como padrão interno. A escolha do melhor 

solvente extrator ocorreu após a quantificação, em que foi levado em conta: o teor 

de citocalasina D no extrato bruto, o rendimento do extrato bruto, a quantidade total 

de citocalasina D presente no extrato bruto e o custo de extração. A análise das 

variáveis nos permitiu a escolha do acetato de etila como melhor solvente extrator. 

  

 

Palavras chave: Citocalasina, quantificação por RMN de 1H, extração, fungo 

endofítico, Xylaria sp. 
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ABSTRACT 

The present work describes the development of method for extraction and 

quantification of cytochalasin D, produced by the endophytic fungus Xylaria sp. The 

technique of extracting makes uses of a factorial design with a ternary graph as  

reference, where each vertex has consisting of one solvent. The solvents used were: 

ethyl acetate, ethyl ether and isopropyl alcohol. It was selected 10 points at the graph 

which were due to extractions in triplicate, resulting in 30 samples of crude extract of 

Xylaria sp .. For the avaliation of the amount of cytochalasin D in crude extract it was 

developed a quantification technique  by 1H NMR of which the internal standard used 

was the anthracene.. Choosing the best solvent extractor occurred after the 

quantification, which was taken into account: the content of cytochalasin D in the 

crude extract, the yield of the crude extract, the total cytochalasin D present in the 

crude extract and the cost of extraction. After the analysis, the ethyl acetate was 

elected the best solvent for the extraction. 

 

 

 

Key words: cytochalasin, quantification by 1H NMR, extraction, endophytic fungus, 
Xylaria sp. 
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1. Introdução 

1.1 Importância Ecológica e tecnológica dos fungos em geral 

A descoberta da penicilina foi um grande marco, não só na área da medicina 

por seu uso como antibiótico potente, como também uma alavanca que despertou a 

curiosidade dos pesquisadores na área dos micro-organismos. Especialmente, após 

Fleming e Chain anunciarem que um fungo, o Penicillium notatum, (Strobel Et al., 

2004) era o responsável pela produção da penicilina. Essa novidade na área 

científica, atraiu os estudiosos para que avançassem em busca de  novos 

metabólitos produzidos a partir dos fungos. 

Com o avançar dos estudos sobre os fungos, foram descobertas substâncias 

altamente tóxicas para os mamíferos denominadas micotoxinas, algumas delas 

sendo consideradas carcinogênicas potentes. Tais substâncias são as aflatoxinas, 

as ocratoxinas, as citreoviridinas, os tricotecenos e as fumonisinas, além de uma 

variedade de derivados indólicos termogênicos (Miller; Trenhuolm, 1991).  

Aproximadamente 25% de todos os produtos naturais biologicamente ativos 

até hoje conhecidos foram obtidos a partir de fungos (Kongsaeree, et al, 2003) 

destacando-se os antibióticos β-lactâmicos da classe da penicilina F (Penicillium 

chrysogenum) e as cefalosporinas C  (Cephalosporium acremonium) os quais juntos 

representam um montante de vendas de U$ 15 bilhões/ano. A ciclosporina A 

(Tolypocladium inflatum gams) usada como imunossupressor e a lovastatina 

(Aspergillus terreus) usada como redutor de colesterol responsáveis, 

respectivamente, por um mercado mundial de U$1,5bi e U$8,4bi ( Demain, 2000). 

O fato dos fungos produzirem uma gama enorme de metabólitos está 

relacionada a sua íntima relação de desenvolvimento com plantas, insetos, micro-

organismos e mamíferos, o que os levou a desenvolver uma atividade ecológica 

bastante diversificada, envolvendo principalmente a atração e a defesa. (Andrade, 

2005). 

 Bibliografias atuais traduzem um alto potencial revolucionário na área 

farmacológica a partir de descobertas derivadas de metabólitos de fungos. Nos anos 

de 2000 e 2003, dentre 20 fármacos originados de produtos naturais ou deles 

derivados lançados nos EUA, Europa e Japão pelo menos quatro resultam de 

derivados ou foram sintetizados a partir de metabólitos secundários de fungos 

(Butler, 2004).  
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Dentre todos os micro-organismos estudados, os melhores produtores de 

metabólitos secundários são representados pelos actinomicetos e fungos 

imperfeitos. Com base nesses estudos foi sugerido que eles são essenciais para a 

prosperidade de todo o ecossistema, criando assim uma alta biodiversidade e 

sustentabilidade do mesmo. Os fungos cohabitam na natureza em relações com 

outras espécies. Através das relações simbióticas onde ambas as espécies se 

beneficiam, por exemplo, quando o micro-organismo oferece proteção contra pragas 

ou oferece proteção a um outro micro-organismo patogênico. Esta proteção ocorre 

quando um dos micro-organismos em interação produz um metabólito secundário 

que atingirá o propósito desejado, ou seja, o metabólito secundário produzido por 

um protege o outro. Um outro exemplo é o  comensalismo, onde há uma relação 

harmônica entre micro-organismo e hospedeiro. 

A co-evolução dos organismos vivos permitiu um forte ciclo de interação entre 

eles em especial um hospedeiro e um micro-organismo. Em um estudo feito, foi 

possível averiguar a existência de fungos micorrízicos arbusculares migrando para o 

interior da planta e estabelecendo uma relação mutualista (Gunatilaka, 2006). 

 

 1.2.1 Fungos 

Durante um longo período os fungos foram incluídos no reino vegetal, mesmo 

possuindo características distintas das plantas e não apresentando clorofila em sua 

composição metabólica. Como microrganismos eucarióticos quimiorganotróficos, os 

fungos são hoje classificados em um reino independente.  

Apresentam como características serem encontrados tipicamente em 

ambientes úmidos, distribuídos nos diversos habitats na natureza: água, solo, ar, 

sobre partículas em suspensão ou ainda como parasitas de plantas e animais. São 

divididos conforme o habitat, em grupos, como: coprófilos,  micoparasitas, de água 

doce, marinhos, termofílicos,  parasitas de nematóides, epifíticos, endofíticos, entre 

outros. 

Com relação à ocorrência e biodiversidade, os fungos constituem o segundo 

maior grupo de espécies sobre a terra, menor apenas que os insetos. Estimativas 

sugerem que existam aproximadamente 1,5 milhões de espécies diferentes, sendo 

que, menos de 5% foram descritas (Hawksworth, 2001). Assim, tem-se constatado 

nos últimos anos uma urgente necessidade em se estudar a química dos fungos, 
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temendo-se a perda da biodiversidade (Balandrin et al., 1993). Muitas espécies de 

plantas superiores e insetos ameaçados de extinção estão associados com a flora 

específica dos fungos e, se estas perdas ocorrerem, poderão resultar no 

desaparecimento de espécies de fungos. 

 Uma das vantagens dos microorganismos sobre outras fontes naturais está 

relacionada com a conservação ambiental, uma vez que requer uma única e 

pequena remoção do ambiente natural. Outra vantagem é que por se tratarem de 

fontes renováveis, o cultivo em larga escala para produzir seus metabólitos bioativos 

pode ser realizada usando a tecnologia existente com a otimização das condições 

de cultivo. (Bills, 1995). 

 Os fungos são organismos que prosperam naturalmente em ambientes 

competitivos mantendo relações ecológicas (mutualismo e comensalismo), tróficas 

(predação e parasitismo), e de competição (por território e recursos alimentares) 

com outros organismos do ecossistema. 

 

 1.2.2 Fungos Endofíticos 

São microrganismos que habitam os tecidos internos e subcuticulares das 

plantas, em pelo menos uma parte do seu ciclo de vida (Andrews et al, 1991), sendo 

encontrados em folhas, ramos e raízes. Podem habitar a planta por toda a vida, 

sendo transmitidos, em alguns casos, para futuras gerações, através da semente do 

hospedeiro (Melo e Azevedo, 1998). Alguns destes fungos invadem e induzem 

efeitos severos e imediatos ao crescimento do hospedeiro. Outros são capazes de 

invadir, tomar conta ou neutralizar a defesa e persistir por anos, freqüentemente sem 

causar dano ao hospedeiro. Isto não impede a possibilidade de se tornarem 

patogênicos quando o hospedeiro é submetido a estresse (Andrews e Hirano, 1991; 

Melo e Azevedo, 1998). Assim, a natureza da associação entre fungos endofíticos e 

seus hospedeiros é diversa e varia de parasitismo a neutro ou simbiótico (Carrol, 

1988). 

A maior diversidade de fungos endofíticos ocorre nas regiões mais húmidas, 

sendo que os de certas famílias, gêneros e até espécies de plantas, sofrem menor 

influência do clima  (Petrini, 1991). Qualquer espécie de planta vascular pode 

hospedar entre 10 a 100 diferentes espécies de fungos endofíticos, sendo que  de 2 

a 5 podem ser específicos do hospedeiro (são chamados de espécies dominantes) 
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(Gullo, 1994). Esta especificidade sugere qualquer que seja a taxa de extinção das 

espécies de plantas, a taxa de extinção das espécies de fungos endofíticos sera 

maior. A especificidade pelo hospedeiro também assegura que novas espécies de 

fungos serão encontradas se novas espécies de plantas forem exploradas. 

A busca de princípios bioativos em certos nichos de fungos vem sendo 

realizada pelas indústrias farmacêuticas de maneira randômica e aleatória (Bills, 

1995; Miller, 2001). Entretanto, considerando-se que a produção de substâncias 

biologicamente ativas está associada ao seu habitat, a ecologia dos fungos pode ser 

usada como um meio racional e útil para a busca de princípios bioativos. 

Entre as várias famílias de fungos endofíticos isolados, identificados e 

promissores na produção de metabólitos bioativos, pode-se destacar a Xylariaceae. 

 

 1.2.3 Família Xylariaceae 

Xylariaceae pertence à classe dos pirenomicetos, que são caracterizados pelo 

corpo de frutificação do tipo peritécio (Pfenning, 2000). 

A família Xylariaceae possui em torno de 40 gêneros, com representantes na 

maioria dos países do mundo, e a maior diversidade ocorre nos trópicos. O número 

exato de espécies da família ainda não pôde ser determinado devido à grande 

dificuldade na classificação e à falta de coleções modernas de espécies tropicais; 

porém, com base em revisões, foram descritas 431 espécies (Hawksworth, 1991b). 

A família Xylariaceae tem se destacado na produção de metabólitos 

secundários, com uma diversidade estrutural notável (Whalley e Edwards, 1995). Os 

principais metabólitos secundários produzidos pelos representantes investigados 

podem ser agrupados em diidroisocoumarinas e derivados (Anderson et al., 1983); 

ácido succínico e derivados (Anderson et al., 1983); butirolactonas (Anderson et al., 

1982); citocalasinas (Edwards et al., 1989); sesquiterpenos (Anderson et al., 1988); 

griseofulvina e derivados (Whalley e Edwards, 1995); derivados do naftaleno 

(Whalley e Edwards, 1995) e ácidos graxos de cadeia longa (Edwards et al., 1991). 
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 1.2.4 Gênero Xylaria 

O gênero Xylaria é uma fonte rica de metabólitos secundários biologicamente 

ativos, incluindo sordaricinas antifúngicas, sesquiterpenoides anti HIV-1 e 

hexaidronaftalenonas antimaláricas (Pongcharoen W., 2007).  

Devido à dificuldade e confusão quanto identificação das espécies Xylaria a 

sua composição de mistura de metabólitos é utilizada como marcador para a sua 

identificação taxonômica. (Pittayakhajonwut P. 2005) 

Espécies deste gênero são difundidas desde o clima temperado da Terra até 

o clima tropical. Estromas de Xylaria sp. são comuns em tocos e ramos caídos de 

árvores mortas. A maioria das espécies é decompositora da madeira. Este gênero 

possui 100 espécies já descritas, mas estima-se que possa chegar a 500 (Whalley, 

1996). Os fungos deste gênero são encontrados como saprófitos (se alimentam de 

vegetais ou animais em decomposição), fitoparasitas e endofíticos. Os relatos de 

Xylaria como endofíticos só ocorreram nos últimos anos com a intensificação dos 

estudos com plantas tropicais (Bayman et al., 1998). Espécies endofíticas de Xylaria 

foram encontradas em palmas, orquídeas, e bromélias, entre outras (Bayman et al., 

1998). 

Em um trabalho realizado no instituto de química de Araraquara (Cafeu M., 

2004) o fungo Xylaria sp. (Figura 2 pág 23 e Figura 3 pág 23) foi incubado por 21 

dias em meios sólidos (arroz e milho) e 28 dias em meio líquido (Czapek, Nutrient, 

YM e PDB).  A partir dos extratos foram isoladas e identificadas 6 substâncias 

(Figura 1, pág 22). Nas condições experimentais adotadas (Cafeu M., 2004) 

conseguiu-se isolar até 52 mg de citocalasina D por litro de meio de cultura.  No 

caso da citocalasina B e da griseofulvina isolou-se até 58,9 mg e 23,5 mg para cada 

100 g de milho inoculado.  
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Figura 1 Substâncias bioativas isoladas do fungo endofítico Xylaria sp. (Cafeu, M., 2004) 
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Figura 2 Placa de petri contendo o fungo Xylaria sp. 

 

Figura 3 Fungo Xylaria sp. visto ao microscópio. (a) 300x. (b) 500x. (c) 750x. 

  

 1.3 A espécie vegetal hospedeira: Palicourea marcgravii  

 

Figura 4 Palicourea marcgravii, detalhe de sua inflorescência e uma visão geral do arbusto 

Nomes populares: erva-de-rato, café-bravo, cotó-cotó, tangará-açu. 
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A Palicourea marcgravii caracteriza-se por ser um arbusto com 

aproximadamente 2m de altura, ramos secundários cilíndricos, de terminais 

compridos, angulosos, delgados, de cor vermelha escura ao secar, glabros ou 

levemente pubescentes na parte superior, estípulas agudas, triangulares, soldadas 

na base. Suas folhas, caracterizam-se por serem curto-pecioladas, pubescentes 

quando novas, opostas, oblongas, longamente acuminadas na parte superior. 

Floresce de novembro a março, com frutificação ocorrendo entre janeiro e julho. 

Inflorescências em panícula, com flores tubulosas amareladas na base e azul-

arroxeadas na parte superior. Frutos bagas biloculares de início avermelhados e 

depois arroxeados 

A P. marcgravii é nativa do Brasil, ocorrendo em praticamente todo o país, 

especialmente nos estados de São Paulo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, 

Amazonas e Pernambuco. O fruto foi bastante empregado antigamente para matar 

ratos, daí seu nome popular erva-de-rato. Algumas plantas da família Apocynaceae 

e Asclepiadaceae, e até mesmo outras espécies de Rubiaceae recebem este 

mesmo nome popular e, devido a isto, P. marcgravii St. Hill. é muitas vezes referida 

como "erva-de-rato verdadeira". 

A espécie é a maior responsável pelos casos de envenenamentos do gado 

brasileiro, o que lhe confere certa importância econômica. Vários estudos foram 

realizados com o objetivo de elucidar o mecanismo toxicológico desta planta.  

Por muito tempo houve um impasse no esclarecimento do princípio tóxico. A 

toxicidade foi primeiramente atribuída à grande quantidade de cafeína presente nas 

folhas. Porém, em 1989 Eckschmidt et al. publicaram um trabalho demonstrando que 

a toxidez da planta é resultado da ação do ácido monofluoracético presente nas 

folhas e principalmente nos frutos. 

A intoxicação é caracterizada por sinais neurotóxicos como depressão, 

ausência de coordenação motora, crises convulsivas e morte. Os sinais 

neurotóxicos, segundo Eckschmidt et al (1989), são conseqüêntes a ação do 

fluoricitrato, metabólito dos fluoracetatos. Esse metabólito inibe duas importantes 

enzimas do ciclo de Krebs: a aconitase, que catalisa o metabolismo do citrato, e a 

succinato desidrogenase, que catalisa o metabolismo do succinato. A inibição destas 

duas enzimas e a subseqüente formação do bloqueio do citrato no ciclo de Krebs, 

leva a uma diminuição do metabolismo da glicose, do armazenamento de energia e 

da respiração celular. Os órgãos que apresentam altas taxas metabólicas como o 
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coração, os rins e o cérebro, são os mais suscetíveis aos efeitos tóxicos do 

fluoricitrato (Ellenhorn & Barceloux, 1988). 

Ellenhorn & Barceloux (1988) e Schvartsman (1979) descrevem sintomas 

gastrintestinais como náuseas, vômitos e dores abdominais após um período latente 

de 30 a 150 minutos depois da ingestão. Subseqüentemente observa-se ansiedade, 

agitação, espasmo muscular, crises convulsivas e coma. Taquicardia e hipotensão 

são sinais cardiovasculares comuns. 

 

 1.4.1 Citocalasinas  

Citocalasinas constituem um grupo de metabólitos naturais produzidos por 

diversas espécies de fungos, incluindo Helminthosporium sp., Phoma sp., Xylaria 

sp., Hypoxylon sp., Zygosporium mansonii ,Chalara sp, Pyrenophora semeniperda, 

Daldinia SP. Desde sua descoberta em 1966 até a atualidade, mais de 20 são 

descritas. Estruturalmente são caracterizadas pela presença de um anel biciclo 

isoindolona, fundido a um macrociclo de 11 a 14 membros e pela presença de uma 

unidade fenil na posição 10. ( Figura 10, pág 37, Figura 11, pág 42e Figura 14, pág 

54) 

 As citocalasinas têm sido largamente utilizadas em pesquisas biológicas, 

devido à atividade característica de ação citostática em culturas de células, porém a 

sua aplicação terapêutica é limitada devido a sua alta toxicidade (Wagenaar et al., 

2000). São relatadas como sendo um mecanismo de defesa no corpo de frutificação 

do fungo Hypoxilon fragiforme, porque elas têm modo de ação biológico não 

seletivo, são produzidas em grandes quantidades na fase inicial de maturação do 

peritécio (2-3% da biomassa seca é constituída de citocalasina), e estão localizadas 

na parte periférica do estroma que é vulnerável a ataques de predadores (Stadler M. 

2006). Estão relacionadas com várias atividades biológicas: induzem a apoptose 

(morte celular programada) (Nagasawa et al. 2000), são altamente inibidoras da 

enzima (HIV)-1 protease do vírus humano da AIDS (Dombrowski et al. 1992; 

Lingham et al 1992; Ondeyka et al. 1992), inibem o alongamento radicular (Evidente 

A. 2002),  possuem alta citotoxicidade frente a uma linhagem celular derivada de um 

carcinoma da nasofaringe humana, as células KB e KBv2000 (Tao Y. 2008) e 

exibem potente citotoxicidade contra células fibroblásticas renais do Macaco verde 

africano (Vero) (Pongcharoen W. 2007). 
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As citocalasinas têm a capacidade de se ligarem a filamentos de actina e 

bloquear a polimerização e o alongamento da actina. Como resultado da inibição da 

polimerização da actina, as citocalasinas podem mudar a morfologia celular, inibindo 

processos celulares tais como a divisão celular (Haidle and Myers, 2004). Elas 

também possuem permeabilidade através das membranas celulares, impedindo 

translocação celular e fazendo as células enuclearem (Cooper, 1987). Além disso 

agem  em outros processos biológicos não referentes à polimerização da actina. Por 

exmplo: a citocalasina A e B que podem inibir o transporte de monossacarídeos 

através da membrana celular (Cooper, 1987), a citocalasina H descoberta como uma 

reguladora no processo do crescimento de plantas (Cox et al., 1983), citocalasina D 

inibe a síntese protéica (Ornelles et al., 1986) e a citocalasina E impede a 

angiogenesis (Udagawa et al., 2000) ,entre outras atividades biológicas (Cole & 

Schweikert 2003).  

1.5.1 Usos da espectroscopia de RMN  

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma técnica 

química analítica utilizada para a determinação do teor e pureza de uma amostra, 

bem como a sua estrutura molecular. Por exemplo, RMN pode analisar 

quantitativamente misturas contendo compostos conhecidos.  

Para compostos desconhecidos, a RNM pode ser utilizada para comparar os 

dados obtidos com dados da literatura a fim de comprovar a estrutura do composto 

analisado ou para elucidar a sua estrutura. 

Uma vez que a estrutura básica é conhecida, RMN pode ser utilizada para 

determinar conformação molecular em solução, bem como estudar as propriedades 

físicas ao nível molecular, assim como a troca de conformação, variação de fase, 

solubilidade e difusão. (Pauli G., 2005) 

 

1.5.2 O básico sobre RMN 

Os fundamentos físicos por trás da espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear residem nas propriedades magnéticas dos núcleos atômicos. A interação do 

momento magnético nuclear de um núcleo com um campo magnético externo, B0, 

conduz, de acordo com as regras da mecânica quântica, a um diagrama de nível de 

energia nuclear, devido ao fato da energia magnética do núcleo ser restrita a certos 
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valores discretos.  Associados a esses valores existem os estados estacionários, os 

quais são os únicos estados em que uma partícula elementar pode existir. Através 

do uso de transmissor de alta freqüência, ocorrem transições entre os estados que 

são estimadas dentro de um diagrama de nível de energia.  A freqüência exata de 

transição de cada núcleo depende das partículas que o compõem, de sua 

organização e de seu ambiente eletrônico.  A transferência de energia acontece por 

uma radiação eletromagnética aplicada, correspondente a freqüência das ondas de 

rádio, e quando o spin volta ao seu estado inicial, a energia é emitida na mesma 

freqüência da absorvida.  A emissão da energia pode ser detectada, amplificada e 

gravada como uma linha espectral, chamada também de sinal de ressonância. 

(Gunther H., 1995) 

 

1.5.3 Deslocamento químico 

A freqüência exata de ressonância da transição de energia é dependente do 

campo magnético efetivo sentido pelo núcleo que depende do campo magnético 

aplicado. Este campo é afetado pela blindagem eletrônica que por sua vez, é 

dependente do ambiente eletrônico. Como resultado, as informações sobre o núcleo 

no ambiente químico podem ser obtidas a partir de sua freqüência de ressonância.  

Em geral, quanto mais eletronegativo o núcleo, maior a freqüência de 

ressonância.  Outros fatores tais como anisotropia (anel aromático) e ligações duplas 

ou triplas, afetam o deslocamento da freqüência ressonante.  

A freqüência de ressonância de cada núcleo depende do campo magnético 

utillizado. Como em sua maioria os números de freqüência são grandes e difíceis de 

serem gravados; por exemplo, a freqüência do benzeno pode ser 400.132869 MHz, 

definiu-se então, para expressar os deslocamentos um número mais conveniente, 

como 7,17 ppm. 

δ = (ν-ν0)/ν0 v=freqüência de ressonância  

O deslocamento químico nesta equação não é dependente do campo 

magnético tornando-se convenientemente expresso em  ppm onde para hidrogênio, 

TMS está definido para ν0 assim atribuído um deslocamento químico zero. (Gunther 

H. 1995) 
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1.5.4 Acoplamento Spin-spin  

O campo magnético efetivo, Bef, também é afetado pela orientação dos 

núcleos vizinhos. Este efeito é conhecido como acoplamento spin-spin, o que pode 

causar a divisão do sinal para cada tipo de núcleo em duas ou mais linhas. 

O valor da divisão do sinal reflete a interação entre os spins e é independente 

do campo magnético e é medida como uma freqüência absoluta (normalmente 

Hertz). O número de divisões indica o número de ligações químicas adjacentes ao 

núcleo observado.  

. Se os deslocamentos químicos são semelhantes entre dois núcleos, então 

ocorrem distorções na altura do pico. Se ocorrerem mais de dois spins, sinais extras 

podem aparecer. Este efeito é chamado de acoplamento de segunda ordem.  

 

Figura 5 Acoplamento de segunda ordem 

 

1.5.5 Quantificação por RMN 

 A história de sucesso desta técnica começou em 1945, com a descoberta do 

fenômeno em sólidos por Purcell e Bloch (Purcell et al, 1946; Bloch et al; 1946). 
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Apenas alguns anos mais tarde, utilizando o deslocamento químico e o acoplamento 

spin-spin, RMN se tornou extremamente interessante para os químicos (Emsley e 

Feeney, 1995; Shoolery, 1995). Com o passar dos anos, novos avanços 

tecnológicos permitiram que esta técnica se tornasse referência em termos de 

espectrometria, sendo assim amplamente usada na indústria e em laboratórios de 

pesquisa. Ela nos revela praticamente toda a estrutura, funcionalidade e dinâmica de 

uma molécula. (Maniara, G. 1998).  

Mesmo após todos esses anos do desenvolvimento desta técnica, ela ainda é 

amplamente difundida e usada como uma técnica mais qualitativa do que 

quantitativa. Nm espectro qualitativo de RMN, os deslocamentos químicos (posições 

dos picos), são precisos, mas, suas intensidades não. Cuidados devem ser tomados, 

quando se for realizar uma interpretação qualitativa do espectro, por exemplo, 

quando uma ressonância parece ser duas vezes maior do que outra, esta não 

necessariamente corresponde ao dobro do número dos núcleos contribuindo para o 

sinal.  

Em geral, espectros qualitativos podem ser gravados mais rapidamente do 

que os quantitativos. A maioria dos espectros de RMN de 1H, são quantitativos 

,quando realizados devido ao fato do tempo para realizar o espectro ser baixo para 

este núcleo. As diferenças entre os dados qualitativos e quantitativos surgem 

principalmente quando observando 13C ou outros núcleos; em tais casos, pode levar-

se de 5 a 10 vezes mais tempo para gravar um espectro quantitativo do que um 

qualitativo. 

Em um espectro RMN quantitativo, tanto deslocamentos químicos (posições 

dos picos) quanto intensidades relativas são precisos. Se os dados vão ser utilizados 

para uma análise química tais como, uma determinação da composição, é essencial 

que as áreas dos picos de interesse reflitam corretamente a relação do número de 

núcleos que contribuem para os picos. 

A análise de RMN quantitativa tem sido descrita em várias aplicações, embora 

apresente uma sensibilidade baixa se comparada a outras técnicas como por 

exemplo , a espectrometria de massa e a fluorimetria (Xu, Q., 2006).  

Um importante aspecto do QRMN caracteriza-se pelos mecanismos físico 

químicos que ocorrem durante o experimento serem completamente diferentes 

daqueles que se utilizam de outras técnicas analíticas comuns de quantificação. 
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Portanto, QRMN oferece uma visão geral do analito, quer seja de natureza biológica, 

nutricional, farmacológica, toxicológica ou de outra importância.  

A RMN de hidrogênio é particularmente uma técnica bem adequada para a 

quantificação, baseada no fato de que todos os hidrogênios mostram um fator de 

resposta idêntico a todos os hidrogênios dos componentes em solução na amostra, 

e também é independente das moléculas às quais são ligadas (Ernst, R. R., 1992). 

Apesar da limitada dispersão dos deslocamentos químicos de um hidrogênio 

em um espectro de RMN, a RMN de hidrogênio é freqüentemente escolhida devido a 

sua alta sensibilidade quando comparada a outros núcleos, isto é decorrente de seu 

grande momento magnético, abundância natural, bem como tempo de relaxação 

muito baixo (Cantor, C. R., 1980). 

Para obter uma quantificação adequada algumas “condições quantitativas” 

necessitam ser cuidadosamente otimisadas (Pauli, G. 2005).  

. O principal é que a intensidade (ou a área) de um sinal seja diretamente 

proporcional ao número de núcleos necessários para produzirem o sinal. A precisão 

da integral determina a precisão da quantificação e depende do nível de ruído do 

espectro, da qualidade do shimming, da escolha da janela espectral, da correção de 

fase e da  linha de base (Szantay C., 2000). 

 

1.5.6 Relação sinal ruído 

 

A relação Sinal-Ruído (S/N) (signal/noise) após n varreduras é dada por:  

S/N = n1/2IS/IN 

Onde IS e IN são as intensidades do sinal e ruído, respectivamente. A partir da 

equação acima, observa-se que, ao dobrar-se o número de varreduras aumenta-se 

S/N, por um fator de 1.4 (21/2). Para realmente dobrar a relação S/N, deve-se 

quadruplicar o número de varreduras, um aumento de dez vezes em S/N requer 

100n resultando em um grande aumento no tempo de análise. Para a quantificação 

a relação sinal ruído deve ser de 1:23. (Gunther H. 1995) 
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1.5.7 Shimming 

 

O campo magnético dentro do ímã não é espacialmente homogêneo em 

relação à amostra isto se deve ao fato de ocorrerem pequenas alterações na 

posição da amostra, gradientes de concentração, partículas insolúveis, ou até 

mesmo o movimento dos objetos ao redor do aparelho.  

Uma vez que a qualidade do espectro resultante depende quase 

exclusivamente da homogeneidade do campo, pequenos ajustes são aplicados a 

esse campo, automática ou manualmente, a fim de compensar o maior número de 

irregularidades possíveis. Este procedimento é chamado shimming. (Gunther H. 

1995) 

1.5.8 Janela Espectral 

 

A janela espectral ou largura da varredura, refere-se a faixa do deslocamento 

químico (δ) na qual os dados foram gravados. Um espectro com uma largura de 

varredura de 12 ppm pode se estender  de 0 a 12 ppm, de -2 a 10 ppm, ou sobre 

qualquer outra faixa para a qual a diferença entre o maior e o menor deslocamento 

químico seja 12 ppm. A exata faixa gravada é uma função da freqüência offset, que 

seleciona o ponto central. Normalmente, os experimentos padrões recolhem dados 

através de uma janela espectral que englobe os deslocamentos típicos dos 

compostos orgânicos. No entanto, existem casos especiais em que a janela é 

reduzida ou ampliada, a fim de se concentrar em uma determinada faixa de 

deslocamento químico ou para incluir ressonâncias de espécies incomuns. (Gunther 

H. 1995) 

1.5.9 Correções de fase 

 

Os erros de fase surgem quando uma detecção do sinal da RMN (decaimento 

livre induzido, ou FID (free-induction decay) tem início em qualquer região de uma 

oscilação, dependendo dos parâmetros experimentais e instrumentais. Eles 

aparecem como distorções na linha de base do espectro da transformada de Fourier, 

e são corrigidos automaticamente pelo espectrômetro do computador ou 
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manualmente, por tentativa e erro. 

(http://arrhenius.rider.edu/nmr/NMR_tutor/dictionary/dict_intro.html) 

 Além dos parâmetros relacionados com a precisão da integral, existem outros 

três parâmetros, que são determinantes na obtenção do espectro de RMN de 1H. 

São eles: tempo de relaxação (d1), ângulo do pulso, tempo de aquisição (Pauli, G. 

2005). 

1.5.10 Tempo de relaxação 

Tempo de relaxação é caracterizado pelo tempo com que se realinham os 

momentos magnéticos com o campo magnético principal, depois de terem sido 

alterados por um pulso inicial de RF (Moore and Zouridakis 2004).  

Dependendo do núcleo a ser analisado e de certas propriedades da amostra, 

esse tempo de relaxação pode variar de alguns segundos a várias horas. Assim 

sendo, o tempo de relaxação, um processo exponencial, pode ser caracterizado por 

dois tipos diferentes de escalas temporais (Doyon, Cabanis et al. 2001).  

1.5.11 Tempo de relaxação T1 

 

T1 (longitudinal ou relaxação spin-eco) → A aplicação de pulsos de RF adiciona 

energia ao sistema e faz com que os núcleos mudem para um estado de maior 

excitação ou de maior energia. O processo de dissipação dessa energia no 

ambiente magnético desses núcleos e o seu retorno ao estado de mais baixa 

energia, é chamado de Tempo 1 de relaxação ou T1 e corresponde ao tempo após o 

pulso de 90º em que o momento magnético longitudinal (ML) demora a atingir 63% 

do seu valor de equilíbrio (Meq), Figura 6, pág 33. 

Como para se formar um espectro são necessárias várias ondas de RF, é 

imperativo que se espere um certo tempo de relaxação para que o próximo pulso 

seja eficiente; ou seja, deve-se aguardar um determinado T1, função de cada tipo de 

núcleo a ser analisado (Doyon, Cabanis et al. 2001).  
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Figura 6 Evolução do momento magnético longitudinal (retirado de Doyon, Cabanis et al. 2001) 

1.5.11.1 Determinação experimental do tempo de relaxação T1 

Em muitos casos práticos, é suficiente ter apenas uma estimativa dos tempos 

de relaxação para calcular os tempos ótimos experimentais para a amostra em 

questão. Nessas circunstâncias, o procedimento acima descrito é excessivamente 

elaborado uma vez que as moléculas contenham núcleos exibindo vários valores de 

T1, portanto números exatos serão de pouca utilidade neste experimento. Este 

método “rápido e sujo” é suficiente para fornecer estimativas de T1 e faz uso da 

seqüência de inversão-recuperação (inversion recovery). Idealmente a amostra em 

questão será suficientemente forte para permitir bastante poucos exames por valor, 

tornando todo o processo rápido de executar. A base desse método é o 

desaparecimento dos sinais quando a magnetização longitudinal na sua volta ao 

estado inicial passa através do plano x-y (no tempo τnulo), pois neste momento a 

diferença de população é zero (Mt = 0). A partir da equação abaixo, pode-se 

demonstrar que: 

 τnulo=T1ln2 

consequentemente 

 T1= τnulo/ln2=1,443 τnulo 

 

O procedimento é realizar um experimento com τ=0 e ajustar o espectro (fase) 

para ter uma absorção negativa. Depois de ter aguardado >5T1, a experiência é 

repitida sequencialmente e cada repetição se aumenta gradativamente o τ. Para 

ajustar os espectros (correção de Fase) utiliza-se os mesmos valores dos ajustes de 

fase feitos quando τ=0. A quantidade de repetições deve ser realizada até que o 

sinal passa pela condição nula (Figura 7, pág 34), definindo assim nulo, o que pode 

ser diferente para cada ressonância no espectro.  
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Figura 7 O experimento de recuperação e inversão realizado no α pineno em CDCl3 (região dos 
alifáticos mostradas no espectro de  1H). Tempo de recuperação entre 5ms a 20s. 

 Os erros podem ser introduzidos a partir de pulsos de 180٥ imprecisos, a 

partir de efeitos “fora-de-ressonância” e a partir de tempo espera insuficiente entre 

as aquisições, para o fato destes valores estimados não pode serem 

sobrevalorizado.(Claridge T. D. W., 2008)  

O tempo de relaxação da analise é calculado pela fórmula: 

3-5 T1 =d1 + aq 

Onde: 

T1 é o maior tempo de relaxação longitudinal dos hidrogênios presentes na 

amostra 

 d1  é o tempo de relaxação estipulado na análise  

 aq é o tempo de aquisição estipulado na análise 

Segundo Pauli 2005, como o tempo de relaxação do hidrogênio é baixo em torno 

de 1,5s. Se considerarmos então que o T1 do hidrogênio com maior tempo de 

relação longitudinal na amostra for 1,5 segundos a somatória dos valores do tempo 

de relaxação e o tempo de aquisição estipulados na análise tem que estar entre 4,5-

7,5 segundos.   
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1.5.12 Tempo de relaxação T2 

 

T2 (transversal ou relaxação spin-spin) → Cada núcleo tem um campo magnético 

próprio, que começa a desorganizar-se e a afetar os vizinhos, numa reação 

simultânea, após cada pulso de RF. Esta relação é chamada de Tempo 2 de 

relaxação ou T2 e é o tempo após um pulso de 90º em que o momento magnético 

transversal (MT) demora a decair para 37% do seu valor de equilíbrio (Meq), (Doyon, 

Cabanis et al. 2001), figura 3.6.  

 

Figura 8 Evolução do momento magnético transversal (retirado de Doyon, Cabanis et al. 2001) 

 

1.5.11 Comprimento ou largura do pulso 

 

Quando um pulso de RF é enviado para a sonda de RMN, os efeitos sobre os 

núcleos da amostra dependem do nível de potência, da duração e direção do pulso.  

O momento magnético associado a um núcleo excitado está alinhado com o 

campo magnético externo, B0, ao longo do eixo +z. Após o pulso de 90º, o momento 

magnético afastado deste eixo se estabelece no o plano xy. O ângulo entre esta 

nova posição e o eixo +z é chamado de ângulo do pulso. A largura do pulso e o 

ângulo do pulso são diretamente proporcionais. Se um pulso de 3 µseg move o 

momento magnético através 45º, o pulso de 6 µseg move o momento em 90º, para o 

plano xy. (Gunther H. 1995) 
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1.5.12 Tempo de aquisição 

 

O tempo de aquisição é o tempo durante o decaimento idutivo livre. Este 

parâmetro é estabelecido por uma combinação entre janela espectral e o número de 

pontos solicitado. Para a maioria dos espectros de  RMN de 1H, o tempo de 

aquisição (aq) é selecionado para que a resolução espectral (aq-1) seja >0,25 Hz 

(Pauli G., 2005) 

  Contudo, quando a complexidade das amostras aumenta, pode ocorrer 

sobreposição dos sinais de ressonância sendo um problema que limita e degrada 

facilmente a precisão da análise. Às vezes, alterando-se o tipo de solvente ou o valor 

do pH,  uma separação de sinais pode ser alcançada (Campo del G., 2006). 

 

 

Figura 9 Número de publicações da RMN quantitativa (QRMN)  

A figura acima se refere a quantidade de artigos publicados sobre a RMN 

quantitativa entre 1953 e 2003. Este numero foi observado pelo registro de 

publicações indexadas no ACS's Chemical Abstracts (quantidade total de 

publicações no período=7981). O subconjunto de publicações se refere aos produtos 

naturais e é representado por barras escuras (QRMN-NP), (quantidade de 

publicações=2610) e foi selecionado com base nas classes químicas de produtos 

naturais, bioquímica, química dos alimentos. (retirado de Pauli G., 2005). 
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1.6 Atribuição dos deslocamentos químicos das citocalasinas extraídas 

de fungos descritos na literatura. 

A fim de criar um método especifico de identificação e quantificação da 

citocalasina D na RMN de 1H, é de suma importância que ao se caracterizar a região 

utilizada para este fim no espectro, se tenha a certeza que os sinais avaliados sejam 

da citocalasina D e não outra citocalasina. Como o fungo Xylaria sp. já foi 

previamente estudado se tem o conhecimento da existência da citocalasina D e de 

outros metabólitos, porém ao se tratar de outro de fungo não se pode afirmar a 

presença da citocalasina D apenas olhando na região específica. Portanto um 

estudo de outras citocalasinas presente na literatura é necessário para se ter a 

certeza de que o sinal utilizado para a quantificação não seja de outra. 
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Figura 10 Esqueleto básico das citocalasinas 1-14 

 

 

Tabela 1 Citocalasinas conhecidas de macrociclo com 11 carbonos e seus respectivos radicais 

1 19, 20-epoxi-
citocalsasina R (Espada 
A., 1997) 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= epòxido; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=epòxido; R12=OAc 

2 18-desoxi-19, 20-epoxi-
citocalsasina R (Espada 
A., 1997) 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= epòxido; R7+R8=dupla O; 
R9=H; R10+R11=epòxido; R12=OAc 

3 citocalasina R (Espada 
A., 1997) 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= epòxido; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=dupla lig; R12=Oac 

4 19, 20-epoxi-citocalasina 
Q (Espada A., 1997) 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=H; R10+R11=epòxido; R12=OAc 

5 18-desoxi-19, 20-epoxi-
citocalsasina Q (Espada 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=epòxido; R12=OAc 
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A., 1997) 

6 citocalasina Q (Espada 
A., 1997) 

R1=H; R2=CH3; R3+R4=epóxido; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=dupla lig; R12=OAc 

7 19, 20-epoxi-citocalasina 
N (Espada A., 1997) 

R1+R3=epóxido; R2=CH3; R4=OH; R5+R6=dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=epòxido; R12=OAc 

8 19, 20-epoxi-citocalasina 
C (Espada A., 1997) 

R1+R3=dupla lig; R2=CH3; R4=OH; R5+R6=dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=epòxido; R12=OAc 

9 19, 20-epoxi-citocalasina 
D (Espada A., 1997) 

R1=H; R2+R3=CH2; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=epóxido; R12=OAc 

10 fragiformina A (Stadler 
M., 2006) 

R1+R3=dupla lig; R2=CH3; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7=H; R8=H ; 
R9=OH; R10+R11=dupla lig; R12=dupla O 

11 fragiformina B (Stadler 
M., 2006) 

R1=H; R2+R3=CH2; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7=H; R8=H; R9=OH; 
R10+R11=dupla lig; R12=dupla O 

12 citocalasina H (Tao Y., 
2008) 

R1=H; R2+R3=CH2; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7=H; R8=H; R9=OH; 
R10+R11=dupla lig; R12=OAc 

13 desacetil-19, 20-epoxi-
citocalasina C (Abate D., 
1996) 

R1+R3=dupla lig; R2=CH3; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla 
O; R9=OH; R10+R11=epóxido; R12=OH 

14 citocalasina D (Cafeu M., 
2005) 

R1=H; R2+R3=CH2; R4=OH; R5+R6= dupla lig; R7+R8=dupla O; 
R9=OH; R10+R11=dupla lig; R12=OAc 

 

 

 

 

Tabela 2 Dados de RMN de 1H das citocalasinas 1-6 (400 MHz; CDCl3)(J=Hz, δ PPM) 

 1 2 4 5 6 

NH 5,91  s 5,65  s 5,72  s 5,68  s 5,69  s 

3 3,65 m 3,65 m 3,57  t (6,8) 3,57  dt (7,2; 
1,8) 

3,55  t (7,3) 

4 2,26 dd (4,3; 2,9) 2,07 m 2,19 dd (5,3; 
2,0) 

2,10 m 2,08 dd (5,7; 2,3) 

5 1,48 m 1,54 m 1,60 m 1,61 dq (7,3; 
5,6) 

1,69 dq (7,3; 5,7) 

7 2,96 d (5,6) 3,01 d (5,1) 2,69 d (5,5) 2,71 d (5,7) 2,70 d (5,6) 

8 1,38 dd (8,5; 5,6) 1,62 dd (7,1; 
5,2) 

2,31 dd (10,0; 
5,6) 

2,25 dq (8,7; 
6,9) 

2,50 dd (10,0; 5,6) 

10 2,87 dd (13,5; 
5,8) e 2,81 dd 
(13,5; 8,0) 

2,90 dd (13,5; 
4,8) e 2,69 m 

2,82 d (7,3) 2,80 m 2,75 d (7,2) 

11 0,83 d (7,3) 0,96 d (7,3) 0,83 d (7,4) 0,84 d (7,3) 0,96 d (7,3) 

R2 1,20 s 1,26 s 1,16 s 1,18 s 1,16 s 

13 3,62 dd (8,5; 1,8) 3,75 dd (7,0; 
2,0) 

6,01 dd (15,6; 
10,0) 

6,25 dd (15,3; 
10,0) 

5,81 dd (15,7; 
10,0) 

14 2,84 m 2,69 m 5,61 ddd (15,7; 
10,8; 5,1) 

5,54 ddd (15,7, 
10,8; 5,1) 

5,23 ddd ( 15,7; 
10,8; 5,2) 

15 2,23 ddd (15,2; 
1,5; 1,5) e 1,75 

2,07  m e 1,84 
ddd (15,3; 

2,60 ddd (2,9; 
12,1; 10,1) e 

2,47 dd (13,5; 
11,3 10,8) 

2,45 ddd ( 11,6; 
11,1; 11,1) e 1,97 
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ddd ( 15,2; 12,1; 
9,7) 

12,2,; 6,8) 2,07 dd (12,9; 
5,2) 

ddt ( 13,0; 5,3; 
1,0) 

16 3,22m 2,86 m 3,19 ddq ( 
12,1;6,7; 2,2) 

2,96 (13,5; 6,5; 
3,7) 

2,71 m 

17      

18  2,54 dq (8,9; 
6,8) 

 2,25 dq (8,7; 
6,9) 

 

19 3,33 d (1,7) 3,03 dd (7,2; 
2,0) 

3,14 d (2,0) 2,92 dd (8,7; 
6,9) 

6,06 dd (15,7; 2,5) 

20 3,63 dd (2,0; 1,4) 3,89 dd (2,0; 
1,4) 

3,51 dd (2,0; 
1,5) 

3,53 dd (2; 0,8) 5,09 dd ( 15,7; 
2,4) 

21 5,58 s 5,45 s 5,62 s 5,54 s 5,77 dd (2,5; 2,4) 

22 1,22 d (6,7) 1,15 d (6,9) 1,18 d (6,7) 1,11 d (6,9) 1,17 d (6,9) 

23 1,57 s 1,28 d (6,7) 1,51 s 1,27 d (7,0) 1,47 s 

R12 2,06 2,06 s 2,10 s 2,10 s 2,20 s 

2' e 6' 7,33 m 7,35 m 7,34 m 7,34 m 7,31 m 

3' e 5' 7,19 m 7,15 m 7,17 m 7,16 m 7,14 m 

4' 7,26 m 7,15 m 7,17 m 7,16 m 7,24 m 

 

 

Tabela 3 Dados de RMN de 1H das citocalasinas 7-9 (400 MHz; CDCl3), e das citocalasinas 10-11 

(600 MHz; CDCl3)(J=Hz, δ PPM). 

 7 8 9 10 11 

NH 5,71  s 5,56  s 5,46  s 5,63 s 5,49 s 

3 3,58 m 3,33 dd (8,2; 
6,7) 

3,24 m 3,41 dt( 1,1; 
7,7) 

3,30 m 

4 2,55 d (2,4) 2,52  s 2,25 dd (5,2; 
3,3) 

3,64  s 3,35 dd ( 2,8; 5,8) 

5   2,62 m  2,78  t (6,3) 

7 3.49 dd (10,4; 
1,5) 

3,78  d (9,8) 3,81  d (10,1) 4,07 dd (1,1; 
9,9) 

4,09 dd (0,8; 10,2) 

8 2,90 dd (10,7; 
10,4) 

2,26 dd (10,2; 
9,8) 

2,62 m) 2,10 t (10.2) 2,43 t (9,9) 

10 3,05 dd (13,5; 
5,4) e 2,89 dd 
(13,5; 7,9) 

3,06 dd (13,5; 
6,0) e 2,99 dd 
(13,5; 9,2) 

2,85 dd (13,4; 
5,0) e 2,73 dd 
(13,3; 9,1) 

2,66 dd (7,7; 
13,5) e 2,61 dd( 
7,7; 13,5) 

2,72 dd (5,2; 13,5) 
e 2,51 dd (9,1; 
13,5) 

11 1,36 s 1,41 s 0,89 d (6,9) 1,2 s 1,02 d (6,9) 

R2 1,19 s 1,65 s 5,27  s, 5,06  s 1,69 s 5,30  s e 5,10  s 

13 6,06 dd (15,6; 
10,7) 

6,13 dd (15,7; 
10,2) 

5,89 (15,5; 9,8) 5,99 ddd (1,4; 
10,2; 15,7) 

5,84 ddd (1,4; 9,6; 
15,4) 

14 5,70 ddd (15,6; 
10,8; 5,7) 

5,70 ddd (15,8; 
9.9; 6,1) 

5,69 ddd (15,5; 
9,9; 5,8) 

5,22 ddd (4,9; 
11,0; 15,7) 

5,24 ddd (4,4; 
11,0; 15,4) 

15 2,61 ddd (12,0; 
11,5; 10,8) e 2,09 
dd (11,5; 5,7) 

2,67 ddd (12,6; 
10,1; 10,0) e 
2,09 m 

2,62 m e 2,09 
m 

2,05 dd (4,4; 
12,9 e 1,89 
dd(10,7; 12,9) 

2,07 dd(4,7; 13,1) 
e 1,89 dt(11,0; 
12,9) 

16 3,19 m 3,22 ddq (10,8; 
6,7; 1,2) 

3,22 m 1,68 m 1,69 m 



 

 

40 

 

17    1,98 dd (2,8; 
14,3) e 1,65 m 

2,00 dd (2,8; 14,3) 
e 1,66 dd (3,9; 
14,3) 

19 3,15 d (1,9) 3,19 d (2,0) 3,14 d (1,9) 6,93 d (16,5) 6,82 d (16,5) 

20 3,35 dd (1,9; 1,2) 3,43 dd (2,0; 
0,8) 

3,53 dd (1,9; 
0,8) 

6,80 d (16,5) 6,98 d (16,5) 

21 5,50  s 5,74  s 5,51  s   

22 1,18 d (7,3) 1,18 d (6,7) 1,18 d (6,6) 1,09 d (6,9) 1,08 d (6,9) 

23 1,51 s 1,50 s 1,53 s 1,42 s 1,39 s 

R12 2,17 s 2,14 d 2,14 s   

2' e 6' 7,33 m 7,31 m 7,32 m 7,20 d (7,6) 7,14 d (7,4) 

3' e 5' 7,19 m 7,19 m 7,15 m 7,33 t (7,7) 7,31 t (7,4) 

4' 7,25 m 7,25 m 7, 24 m 7,25 t (7,4) 7,24 t (7,4) 

 

Tabela 4 Dados de RMN de 1H da citocalasina 12 (500 MHz; DMSO-d6 ), da citocalasina 13 (400 

MHz; CDCl3 e da citocalasina 14 (500 MHz em DMSO-d6) (J=Hz, δ PPM).  

 12 13 14 

NH 5,68 s  8,03 

3 3,24 m 3,35 m 3,11 t 

4 2,11 t 2,84 s 1,98 dd (5,5; 2,5) 

5 2,76 m  2,49 

7 3,81 d (11,0) 3,75 d (10) 3,57 d (10,0) 

8 2,92 t 2,40 t (10) 2,69 dd (10,0; 10,0) 

10 2,64 dd (8,5; 13;5) e 2,84 
dd (4,5; 13,5) 

2,96 dd (13; 6) e  2,88 dd (1; 
8) 

2,55 dd (13,0; 8,5) e 2,81 dd 
(13,0; 5,0) 

11 0,97 d (6,5) 1,42 s e 1,43 s 0,39 d (6,5) 

R2 5,09 s e 5,33 s 1,66 s e 1,67 4,81 s e 5,03 s 

13 5,72 ddd (1,0; 10,5; 15,5) 5,98 dd (15,5; 10) 5,42 dd (15,0; 10,0) 

14 5,38 m 5,65 ddd (15; 5; 10; 6) 5,08 ddd (15,0;6,0; 10,0) 

15 1,8 m e 2,03 m 2,09 ddd (12; 6; 2; 1) e 2,60 
td (12; 10) 

1,89 ddl (12,5; 4,5) e 2,15 m 

16 1,77 m 3,21 dqd (12; 7; 2) 2,75 m 

17 1,86 dd (3,0; 14,0) e 1,86 
dd (3,0; 14,0) 

  

18    

19 5,84 dd (3,0; 13,5) 3,47 d (2) 5,12 dd (15,0; 2,0) 

20 5,52 dd (2,5; 13,5) 3 31 m 5,86 dd (15,0; 2,0) 

21 5,54 s 4 13 s 5,26 t (2,0) 

22 1,03 d 1,19 d (7) 1,05 d (7,0) 

23 1,32 s 1 56 s 1,38 s 

R12 2,26 s  2,27 s 

2' e 6' 7,13 d 7,20 m 7,15 d (7,0) 

3' e 5' 7,31 dd 7,32 m 7,30 t (7,5) 

4' 7,23 t 7,26 m 7,22 t (7,5) 
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Tabela 5 Dados de RMN de 13C das citocalasinas 1-6 (100 MHz; CDCl3)(δ ppm). 

 1 2 3 4 5 6 

1 174,1  172,2  174,1  174,2  174,5 174,4  

3 54,9 54,8  54,3  54,4  54,3  54,0  

4 52,5 51,9  50,9  51,3  50,9  50,6  

5 36,6  36,6  36,8  36,7  36,6 36,8  

6 55,9  55,8  55,7  57,2  57,1 57,0  

7 61,3  59,5  61,2  62,4  65,4 62,5  

8 43,6  42,0  43,9  44,7  44,5 45,1  

9 53,4  52,8  54,1 54,4  53,9  55,0  

10 43,7  45,3 45,9  45,8  45,8  45,9  

11 12,5  13,6  12,5  12,4  12,6  12,5  

R2 19,8  19,9  19,4  19,5  19,6  19,3  

13 57,4  57,6  58,2  131,3 131,3 131,8  

14 59,6  57,5  61,4  131,1 120,7 131,7 

15 38,6  36,0 37,8  36,7  37,5 37,9  

16 37,5  45,9  37,7  41,7  43,6  42,2  

17 214,2  214,9 212,5  215,4  215,9  210,3 

18 76,3  44,8  77,5 76,3  50,5  77,7  

19 57,8  58,0  131,4  59,8  58,5  130,8 

20 52,6 57,5  129,0  52,7  57,3  127,6 

21 72,9  74,1  75,3 72,7  72,8  75,8  

22 19,5  17,5 20,2  19,0  18,6 19,5  

23 21,8  15,6  24,2  21,8 14,7  24,2  

R12 169,4 169,8 169,5  169,8  170,0 170,6  

R12' 20,5  20,4  20,6  20,6  20,5  20,7  

1' 136,5  136,7  136,7  136,7  136,9  136,9  

2' e 6' 129,2  129,1  129,0  129,2  129,1  129,1  

3' e 5' 129,0  128,9  129,0  128,9  129,0  128,9  

4' 127,2  127,3  127,2  127,1  127,1  127,3  

Tabela 6 Dados de RMN de 13C das citocalasinas 7-9 (100 MHz; CDCl3), das citocalasinas 10-11 

(150 MHz; CDCl3), das citocalasinas 12 e 14 (125 MHz; DMSO-d6) 

 7 8 9 10 11 12 14 
1 173,7  174,0  173,4  174,1 173,2 174,2 173,6 
3 56,5  60,6  53,9 59,2 52,2 53,7 52,5 
4 49,2  50,6  50,7  46,7 44,5 50,3 47,5 
5 64,0  126,5 32,5  126,2 31,7 32,8 31,5 
6 63,0  131,2 147,3  131,7 148,6 147,9 150,7 
7 68,8  68,0  69,9  69,5 71,4 69,7 70,1 
8 43,3  49,1  46,5  53,5 51,7 47,1 46,1 
9 53,4  51,3  52,4  62,7 63,5 51,7 53,1 
10 44,8  44,6  45,1  42,8 44,2 45,5 43,6 
11 14,1  13,9  13,4  17,2 13,2 14,0 12,8 
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R2 19,5  17,1  114,4 14,0 114,2 114,0 111,5 
13 130,3  133,8 131,1  126,8 126,4 127,1 130,8 
14 135, 0 131,6 133,4  139,0 139,3 138,6 131,6 
15 37,6 37,3  37,4  43,0 42,9 42,7 37,9 
16 41,7  41,8  41,8  28,8 29,0 28,4 41,4 
17 215,1 215,2 215,2 54,3 54,2 53,7 209,9 
18 76,3  76,2  76,3  75,2 75,1 74,2 77,4 
19 59,5  59,8  59,6  156,1 154,3 125,9 126,9 
20 52, 7 53,0  52,7  129,7 130,4 138,1 132,1 
21 72,5  71,9  74,0  196,0 195,8 77,4 76,4 
22 19,1  19,1  19,1  26,6 26,6 26,4 19,2 
23 21,7  21,8  21,8  30,2 30,5 31,1 24,5 
R12 170,3  170,0  169,8  170,1 169,9 
R12' 20,8  20,7  20,6  20,8 21,8 
1' 136,7  137,4  137,1  137,3 137,2 137,3 137,1 
2' e 6' 129,1  129,0  129,1  129,2 129,2 129,0 129,6 
3' e 5' 129,1  128,9  128,9  128,8 128,8 128,9 128,3 
4' 127,3  127,0  127,1  126,9 127,0 127,0 126,4 
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Figura 11 Esqueleto básico das citocalasinas 15-18 

Tabela 7 Tabela referente as  citocalasinas de macrociclo com 11 carbonos e seus respectivos 

radicais 

15 Citocalasina Z1 
(Evidente A., 2002) 

R1=CH3; R2+R3=dupla lig; R4=R5=H; R6=CH3; R7=OH 

16 
Citocalasina Z2 
(Evidente A., 2002) R1=CH2OH; R2+R3=dupla lig; R4=R7=H; R5=OH; R6=CH3 

17 
Citocalasina Z3 
(Evidente A., 2002) R1+R3=dupla lig; R2=OH; R4=R6=R7=H; R5=OH 

18 
Citocalasina B (Cafeu 
M., 2005) R1+R3=dupla lig; R2=R4=OH; R5=R6=R7=H 
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Tabela 8 Dados de RMN de 1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz em CDCl3 (J=Hz, δ PPM) das 

citocalasinas 15 e 16. 

 15 16 
1H 13C 1H 13C 

1  172,0   171,4  

2 5,53  s  5,50  s  

3 3,06 ddd (10,4; 3,9; 3,6) 59,6  3,31 ddd (9,7; 4,1; 4,0) 55,9  

4 2,70 dd(4,0; 3,9) 59,6  2,78 dd (4,0; 3,9) 51,2  

5 2,81 m 34,5  3,06 m 33,8  

6  140,2   143,1 

7 5,38  s 124,2  5,64  s 127,1 

8 3,20  d (10,2) 46,9  3,41  d (10,3) 45,6  

9  86,1   86,4  

10 2,92 ddd (13,4; 3,6) e 2,81 dd 
(13,4; 10,4) 

43,0  2,91 dd (13,4; 4,1) e 2,88 dd (13,4; 
9,7) 

44,2  

11 1,22 d (6,6) 14,2  1,31 d (7,3) 43,0  

R1 1,77  s 19,9  4,15  s 63,5  

13 5,87 ddd (14,4; 10,2; 1,8) 128,6  5,95 ddd (14,4; 10,3; 1,8) 127,9  

14 5,35 ddd (14,4; 10,9; 3,7) 134,3  5,31 ddd (14,4; 10,7; 3,2) 143,1  

15 2,12  d (13,8; 1,8) e 1,77 m 41,1  2,11  d (13,5; 1,8) e 1,77 m 41,2  

16 1,41 m 31,3  1,41 m 33,0  

17 1,60 m e 0,93 m 19,9  1,40 m e 0,92 m 34,6  

18 1,19 m e 0,78 m 20,3 1,47 m e 0,73 m 20,4  

19 1,73 m e 1,35 m 34,3  1,86 m e 1,67 m 34,7  

20 2,28 m 34,1  4,47 m 71,3  

21 7,17 ddd (15,6; 9,0; 6,5) 152,6  7,08 dd (15,7; 6,0) 151,7  

22 5,69 d (15,6) 121,0  5,89 dd (15,7; 1,7) 119,7  

23  165,1   164,8  

Me-16 0,87 d (6,6) 20,3  0,87 d (6,6) 20,3  

1'  129,6   137,7  

2' e 6' 7,05 d (8,4) 130,2  7,18 d (7,4) 128,9  

3' e 5' 6,77 d (8,4) 115,8  7,31 dd (7,4; 7,4) 129,1  

4'  155,2  7,23 dd (7,4; 7,4) 126,9  

 

Tabela 9 Dados de RMN de 1H a 500 MHz e 13C a 125 MHz (J=Hz, δ PPM) das citocalasinas 17 

(CDCl3) e 18 (DMSO-d6). 

 17 18 
1H 13C 1H 13C 

1  171,1   170,7 

2 5,55  s  8,2  

3 3,30 m 53,5  3,2 52,3 

4 2,79 dd (4,0; 4,0) 49,4  2,68 (dd, 2,0; 5,5) 46,6 

5 3,28 m 33,7  3,00 (m) 31,0 
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6  148,3   150,9 

7 3,86 d (11,2) 68,5  3,61 (d, 10,5) 69,4 

8 3,21 dd (11,2; 10,7) 49,8  3,2 47,5 

9  83,1   83,3 

10 2,90 dd (13,4; 9,6) e 2,84 dd 
(13,4; 4,5) 

44,0  2,61 (dd, 13,5; 7,0) e 2,76 (dd, 
13,5; 5,0) 

42,8 

11 1,11 d (6,6) 14,4  0,62 (d, 7,0) 13,2 

R1 5,41  s e 5,18  s 114,6  4,89 (s) / 5,11 (s) 112,3 

13 5,98  dd (14,7; 10,7) 126,5  5,81 (dd, 15,0; 10,0) 128,5 

14 5,47 ddd (14,7; 10,9; 3,3) 138,0  5,03 (ddd, 15,0; 10,0; 3,5) 41,6 

15 2,16  d (13,7) e 1,79 m 41,3  1,52 (m) / 2,01 (m) 41,6 

16 1,33 m 31,9  1,16 (m) 32,9 

17 1,64 m e 0,79 m 30,7  0,49 (m) / 1,64 (m) 34,9 

18 1,88 m e 1,33 m 37,7  1,34 (m) / 1,20 (m) 20,0 

19 3,71 m 71,9  1,43 (m) / 1,77 (m) 34,4 

20 2,74 m e 2,25 ddd (8,6; 8,4; 8,4) 42,7  4,36 (m) 68,6 

21 7,03 ddd (15,6; 8,4; 8,4) 146,8  6,76 (dd, 15,5; 4,0) 153,3 

22 5,75 d (15,6) 122,7  5,70 (dd, 15,5; 1,5) 118,1 

23  164,4   164,1 

Me-16 0,92 d (6,6) 20,4  0,82 (d, 6,5) 20,3 

1'  137,5   137,0 

2' e 6' 7,17 d (7,2) 129,1 7,09 (d, 7,0) 129,6 

3' e 5' 7,32 dd (7,2; 7,2) 129,0  7,26 (t, 7,5) 128,2 

4' 7,24 dd (7,2; 7,2) 127,1  7,17 (t, 7,5) 126,4 
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2.1 Objetivos e Justificativa 
  

Objetivo 

• Produção, extração e quantificação por RMN de 1H da citocalasina D, 

produzida pelo endófito Xylaria sp., em meio sólido (Milho)  

• Viabilizar a produção deste metabólito para fins comerciais  

• Quantificação por RMN de 1H 

Justificativa 

As razões da escolha da Citocalasina D 

• a necessidade de produção nacional. 

• ação citostática (inibição divisão celular) 

• inibe a síntese protéica  

• Entre outras 

• alto valor agregado; 1mg, US$ 217-295 (Crescent Chemical Co. Inc, 

ChromaDex, Inc)  

• Utilizada em pesquisas 
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3. Parte experimental 

 

 3.1 Materiais e métodos 

 

3.1.1 Equipamentos 

Balança analítica Explorer OHAUS® 

Câmara de fluxo laminar- NUAIRE II, A/B3 

Autoclave Vertical  Phenxis 

Evaporador rotatório  Bucchi 

Computador Petium 4 2,8GHz 512 RAM 

Microondas Panasonic Family 

Varian INOVA-500AS 11.8 Tesla 500 MHz 1H e 125 MHz 13C 

 

3.1.2 Reagentes 

PDA - Potato Dextrose Agar Becton, Dickinson Company Lote 3007967 

Clorofórmio Deuterado Merck 

Canjica Machiara 100% Milho Branco Degerminado lote 0102 

Água ultra pura 

Acetato de etila P.A A.C.S Synth pureza 99,5% lote 63812 

 Éter Etílico P.A A.C.S Synth pureza 99,5% lote 62557 

 Álcool isopropílico P.A A.C.S Synth pureza 99,5% lote 75236 

 Antraceno Synth pureza 99,9%  

 

 

3.2 Microorganismo e preparação do inóculo 

O fungo Xylaria sp,   isolado de folhas de P. marcgravii, esta preservado em 

água estéril* em geladeira comum, no Instituto de Química da Unesp de Araraquara. 

Para um crescimento inicial do fungo, foi utilizada a técnica de inoculação em meio 

sólido nas placas de Petri cujo meio de cultura foi composto por Batata Dextrose e 

Agar 39 g/l de água, até que suas hifas atingissem 2-3 cm de diâmetro, com duração 
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de 7 a 10 dias. Foram utilizadas 8 placas de Petri sendo que , nenhuma foi 

descartada por contaminação. 

* O isolamento, purificação e preservação deste, bem como a primeira triagem do extrato 

bruto, foram realizados pelos professores: Geraldo Humberto Silve e Helder Lopes Teles, durante 

seus trabalhos de doutorado. 

A linhagem obtida a partir dessa técnica foi avaliada quanto à pureza, através 

da aparência uniforme das placas, sendo utilizadas assim na etapa seguinte. 

Numa segunda etapa do cultivo, em Erlenmeyers de 500, mL foi adicionado 

100g canjica e 90g de água  Após este procedimento o meio foi submetido a um 

processo de autoclavagem por um período 45 minutos uma vez ao dia, por  3 dias 

consecutivos.  

Tendo-se completado o preparo do meio de cultura, foram inoculadas nos 

frascos amostras puras obtidas das placas de Petri, e que foram mantidos em 

temperatura ambiente  por um período de 21 dias.  

Após esse período, feita análise dos frascos a olho nu, observou-se um total 

crescimento dos micélios (hifas), sendo esse resultado esperado para tal etapa do 

estudo em questão é quesito necessário para prosseguir a próxima etapa. 

 A próxima etapa deste estudo, visou a homogeneização das amostras, etapa 

essa, essencial para as etapas de extração do fungo Xylaria sp.. Esvaziou-se todos 

os frascos, depositando as amostras e seus meios de cultura em um recipiente 

maior, onde foram misturadas com uma espátula, formando assim a mistura 

homegênea esperada . Após homogeneização da mistura, alíquotas de 90,0 g foram 

separadas para realização das respectivas extrações em triplicata descritas abaixo. 

 

3.3 Obtenção do extrato bruto produzido por Xylaria sp. 

 As extrações do micélio, foram realizadas baseadas em um planejamento 

fatorial utilizando-se de um gráfico ternário. Em cada vértice do gráfico foi 

selecionado um tipo de solvente, acetato de etila, éter etílico e álcool isopropílico. 

Após a escolha dos solventes, foram selecionados 10 pontos no gráfico, a fim tornar 

a metodologia de extração a mais representativa possível. 
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As combinações das extrações selecionadas estão relacioanadas abaixo:  

 100% Acetato de Etila 

 100% Éter Etílico 

 100% Álcool Isopropílico 

 50% Acetato de Etila/ 50% Éter Etílico 

 50% Acetato de Etila/50% Álcool Isopropílico 

 50% Álcool Isopropílico/ 50% Éter Etílico 

 80% Acetato de Etila/ 10% Éter Etílico/ 10% Álcool Isopropílico 

 80% Éter Etílico/ 10% Acetato de Etila/ 10% Álcool Isopropílico 

 80% Álcool Isopropílico/ 10% Éter Etílico/ 10% Acetato de Etila 

O micélio foi sonicado por 20 minutos. e extraído com 3  x 125 mL de cada 

mistura extratora. 

Após a extração citada foram geradas 30 amostras do extrato bruto que foram 

analisadas pela técnica de RMN de 1H (Figura 12, pág 50).  

 

 

Figura 12 Gráfico ternário com os respectivos pontos utilizados na extração 
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Figura 13. Fluxograma de extração do fungo Xylaria sp. 

 

3.4. Análise dos extratos brutos por RMN de 1H 

 As 30 amostras foram analisadas e preparadas como se mostra a seguir :à 

30-50 mg de extrato bruto foram adicionados 650 µL de CDCl3 e 50 µL de CDCl3 

contendo 1 mg de antraceno. O antraceno foi usado como padrão interno para fazer 

as análises quantitativas. 

 Os espectros foram obtidos a 303 K, sem a rotação da amostra, com 64 k 

pontos, e uma largura de pulso de 45º. Trinta e duas varreduras foram feitas com 

uma janela espectral de 9650 Hz, tempo de aquisição de 4s e tempo de relaxação 

de 1s. Resultando em um tempo de análise de 2 minutos e 43 segundos para cada 

amostra. 

 Os espectros de RMN foram processados usando o software MATLAB com o 

MATNMR toolbox*. Foi usada a transformada de Fourier e a fase foi manualmente 

corrigida. A região de integração foi manualmente selecionada e o valor foi 
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comparado ao valor de integração dos sinais do padrão interno, permitindo uma 

análise quantitativa das amostras.  

* http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/21436 

  

3.5. Tratamento dos Resíduos químicos 

 O material fúngico (micélio) e os caldos de cultura residuais dos crescimentos 

foram autoclavados a 121o C por 15 minutos e depois descartados no lixo comum e 

na pia, respectivamente. Os solventes orgânicos, recuperados nas partições, 

extrações e demais procedimentos, foram tratados conforme as normas e os 

procedimentos descritos no site www.iq.unesp.br. 
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4. Resultados e Discussão 

Para efetuar a quantificação de uma determinada substância em um extrato 

bruto utilizando o método de RMN de 1H, deve-se primeiramente ter conhecimento dos 

deslocamentos químicos dos hidrogênios da substância a ser quantificada, neste 

caso específico a citocalasina D (Figura 14, pág 54).  

A citocalasina D foi isolada e teve sua estrutura identificada pela Dra. Mariana 

Carrara Cafeu durante seu trabalho de mestrado.  

Nesta etapa do trabalho foi necessário confirmar a estrutura e atribuir os valores de 

deslocamentos químicos dos hidrogênios em clorofórmio deuterado, a fim de selecionar 

o sinal de hidrogênio mais adequado. Sendo assim, foram realizadas análises de RMN de 
1H e HMQC.  Com base nestes experimentos pôde-se obter o deslocamento de cada 

hidrogênio e carbono da citocalasina D, e suas multiplicidades, os quais estão 

apresentados na   

 

Tabela 10 (pág 55). 
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Figura 14. Citocalasina D 
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Pos

içã

o 1H Multiplicidade  13C 

1 -   

2 8,57 s - 

3 3,26 t 53,2 

4 2,86 dd, 5,5; 2,5 47,0 

5 2,75 s 33,2 

6 -  145,7 

7 3,84 d, 10,0 70,0 

8 2,70 d, 10,0  

9 - - 53,1 

10 2,86 dd, 13,0; 8,5  

11 0,90 d, 6,5 14,0 

12 5,33 s 114,3 

 5,12 s  

13 5,73 dd, 15,0; 10,0 133,0 

14 5,36 ddd, 15,0; 6,0; 10,0 133,9 

15 2,05 ddl, 12,5; 4,5 37,9 

 2,52 m  

16 2,76 m 42,2 

17 - -  

18 - - 77,4 

19 5,84 dd, 15,0; 2,0 132,0 

20 6,15 dd, 15,0; 2,0 127,3 

21 5,67 t, 2,0 77,0 

22 1,23 d, 7,0 19,3 

23 1,54 s 23,8 

24 - -  

25 2,28 s 20,5 

1' - -  

2' e 

6' 7,16 d, 7,0 129,0 

3' e 

5' 7,34 t, 7,5 128,7 

4' 7,29 t, 7,5 127,0 

 

 

Tabela 10 Dados de RMN de 1H 

e 13C da citocalasina D em 500 

MHz em CDCl3 (J=Hz, δ PPM) 
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Com tais informações, foi realizada uma pré-seleção dos melhores sinais em 

RMN de 1H para proceder à quantificação. Estes devem estar bem resolvidos não se 

sobrepondo a outros sinais. Neste caso uma expansão das regiões do espectro da 

citocalasina D mostrou quais são, à primeira vista, os sinais de melhor resolução.  

 

Figura 15 Regiões expandidas do espectro de RMN de 1H 500 MHz da citocalasina D 

Analisando o espectro de RMN de 1H da citocalasina D, foi possível observar 

que ao se quantificar esta substância pura, a maioria dos sinais poderiam ser 

utilizados para este fim. No entanto, como a quantificação foi realizada no extrato 

bruto, foi necessária uma avaliação do espectro de RMN de 1H da mistura como um 

todo. Caso um hidrogênio da amostra em análise tenha o deslocamento químico 

semelhante a uma outra substância na mistura, ocorre sobreposição dos picos 
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havendo necessidade de se escolher um outro sinal para proceder aos cálculos de 

quantificação.  

Para uma análise de RMN de 1H se tornar quantitativa, vários cuidados 

precisam ser tomados, em especial o uso do padrão interno, pois, é esse o padrão 

que servirá como referência, para que a área de um de seus sinais seja comparada 

com a área dos sinais a serem quantificados. O padrão interno pode ser qualquer 

substância desde que quando analisada, os deslocamentos químicos dos seus 

hidrogênios não coincidam com os do analito. Quanto menos sinais o padrão interno 

possuir melhor, pois assim acarretará em uma menor interferência nas outras 

regiões do espectro.  

Para este trabalho o antraceno (Figura 16, pág 58) foi utilizado como 

referência, ou seja, o padrão interno. Ao observar o antraceno este possui três 

diferentes tipos de hidrogênios resultando em apenas três sinais no espectro de 

RMN de 1H (Tabela 11), um singleto referente a dois hidrogênios, dois multipletos 

referentes a quatro hidrogênios cada um. Outro fator relevante para a escolha do 

antraceno como padrão interno inclui o fato de que os deslocamentos químicos dos 

seus hidrogênios ocorrem em uma região muito limpa do espectro RMN, em torno de 

7,5-8,5 ppm, tendo assim poucos interferentes.  

 Pela análise do espectro de RMN de 1H do antraceno em mistura com a 

citocalasina D, foi possível atribuir os sinais do antraceno aos seus respectivos 

hidrogênios, como pode ser visualizado na Tabela abaixo.  

 

Tabela 11.  Deslocamento químico dos Hidrogênios do antraceno 

Posição 1H Multiplicidade 

1;6;12;13 7,5 m 

2;5;11;14 8,04 m 

3;4;8;9  - 

7;10 8,56 s 
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Figura 16.  Antraceno 

 

Figura 17 Espectro RMN de 1H 500 MHz 1mg de antracenoem CDCl3 

Foi realizada uma análise por RMN de 1H da citocalasina D com o padrão 

interno (antraceno) para poder observar o comportamento dos sinais das duas 

substâncias. Analizando-se o espectro  Figura 18, pág 59, verifica-se que os três 

sinais em 7,5; 8,0 e 8,5 ppm são do padrão interno, o restante  dos sinais, da 

citocalasina D, comprovando que nesse sistema o antraceno pode ser usado sem 

maiores problemas na quantificação da citocalasina D pura, pois não foi observado 

sobreposição de sinais do analito.  

No entanto, no caso da quantificação de uma determinada substância no 

extrato bruto, deve-se lembrar que o antraceno só pode ser utilizado como padrão 

interno, se não ocorrer sobreposição com sinais de outras substâncias presentes no 

extrato bruto. 
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Figura 18. Espectro de RMN de 1H da citocalasina D com o padrão interno antraceno, em CDCl3 

 

 

4.1. Discussão dos dados de RMN de 1H dos extratos brutos 

Os extratos obtidos utilizando diferentes sistemas de extração foram 

analisados conforme descrito na metodologia e seus sinais foram avaliados para se 

obter um sinal ideal para a quantificação da citocalasina D.  

O método mais fácil para obter essa resposta foi, a sobreposição dos 

espectros do extrato bruto com o espectro da citocalasina D, ambos contendo 1 mg 

do padrão interno com a altura do seu singleto normalizada para valor de y=1.  

Abaixo, visualiza-se a região ampliada das sobreposições dos espectros. O 

espectro superior é referente ao extrato bruto obtido da extração com éter etílico, e o 

inferior, referente ao da citocalasina D.  

 

 

Figura 19. Sobreposição dos espectros de RMN de 1H do extrato bruto obtido pela extração com éter 

etílico (superior)  com a citocalasina D (inferior), região de 0-2 ppm 
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Figura 20. Sobreposição dos espectros de RMN de 1H do extrato bruto obtido pela extração com éter 

etílico (superior)  com a citocalasina D (inferior), região de 2-5 ppm 

Observa-se na região de 2-5 ppm (observar os contornos vermelhos), que 

ocorreu também um leve deslocamento dos sinais, apesar disto, todos podem ser 

usados para fins quantitativos. No entanto, sugere-se que antes da seleção do sinal 

a ser utilizado, avalie-se outros aspectos, especialmente a intensidade do sinal, pois 

quanto mais intenso menor o erro. Portanto, os sinais em 3,6 ppm e os três sinais 

em torno de 5,0 ppm são os melhores, pois estão bem resolvidos.  

 

 

Figura 21. Sobreposição dos espectros de RMN de 1H do extrato bruto obtido pela extração com éter 

etílico (superior)  com a citocalasina D (inferior), região de 5-7 ppm pode-se observar o duplo dubleto 

em 6,05 ppm bem resolvido e que foi utilizado na quantificação da citocalasina D 

Na região entre 5-7 ppm, como discutido anteriormente, os sinais ao redor de 

5,60 adicionalmente aos em 6,05 ppm  podem ser utilizados para fins quantitativos 

pois estão bem resolvidos e intensos. 
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Figura 22. Sobreposição dos espectros de RMN de 1H do extrato bruto obtido pela extração com éter 

etílico (superior)  com a citocalasina D (inferior), região de 5-7 ppm. Nesta região pode-se observar os 

sinais do padrão interno, o antraceno, em 7,35; 7,95 e 8,4 ppm. 

 

 Na região em campo baixo do espectro de RMN de 1H ,observam-se os três 

sinais do antraceno (tracejado em vermelho), que não interferem por não se 

sobreporem aos sinais dos hidrogênios aromáticos em 7-7,2 ppm da citocalasina D. 

 Finalizando a interpretação do espectro de RMN de 1H da citocalasina D e do 

extrato bruto, contendo o padrão interno antraceno, e levando-se em conta, outros 

sinais das citocalasinas encontrados na literatura, temos subsídios para uma seleção 

de sinais a serem utilizados na quantificação.  

 Estas análises permitiram selecionar o sinal em 6,15 ppm, atribuído ao 

hidrogênio olefínico HC-20, para a quantificação da citocalasina. Este sinal 

apresenta-se como um duplo dubleto (J= 15,0; 2,0 Hz). Dentre as citocalasinas 

listadas, apenas uma, a 19,20-epoxi-citocalasina C (Espada A., 1997), apresentou o 

deslocamento químico semelhante a citocalasina D;  um duplo dubleto em 6,13 ppm.  

Porém, as constantes de acoplamento desta citocalasina diferem totalmente 

da citocalasina D, sendo J= 15,7 e 10,2 Hz.  

4.2 Tempo de análise 

Um aspecto importante para realizar uma quantificação é o tempo de análise, 

que varia com o tempo de aquisição, de relaxamente e do número de varredura. O 

tempo de aquisição, é o tempo pelo qual a ocorre o decaimento livre induzido. O 

tempo de relaxação é o intervalo entre os pulsos eletromagnéticos que se relaciona 

com a capacidade de cada hidrogênio voltar a seu estado inicial, após a etapa de 
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aquisição do sinal. O número de varreduras ou transientes, é a quantidade de ciclos 

de pulsos eletromagnéticos  pelos quais a amostra será submetida.  

Há uma relação direta entre o tempo de análise e cada variável, se esta 

aumenta o tempo também aumenta (Tabela 3). 

  

Tabela 12 Tempo de analise de RMN de 1H com tempo de aquisição fixado em 4 segundos, variando 

tempo de relaxação (d1) em segundos e numero de varreduras. (nt) 

nt 32 64 128 256 512 1024 

d1(seg) 

1 2'43'' 5'27'' 10'54'' 21'48'' 43'37'' 1h27' 

2 3'15'' 6'31'' 13'02'' 26'04'' 52'09'' 1h44'' 

3 3'47'' 7'35'' 15'10'' 30'20'' 1h41' 2h01'22'' 

4 4'19'' 8'39'' 17'18'' 34'36'' 1h09'13'' 2h18'26'' 

5 4'51'' 9'43'' 19'26'' 38'52'' 1h17'45'' 2h35'30'' 

6 5'23'' 10'47'' 21'34'' 43'08'' 1h26'17'' 2h52'34'' 

7 5'55'' 11'51'' 23'42'' 47'24'' 1h34'49'' 3h09'38'' 

8 6'27'' 12'55'' 25'50'' 51'40'' 1h43'21'' 3h26'42'' 

9 6'59'' 13'59'' 27'58'' 55'56'' 1h51'53'' 3h43'46'' 

10 7'31'' 15'09'' 30'06'' 1h00'12'' 2h00'25'' 4h00'50'' 

 

De acordo com Pauli 2005, o tempo de relaxação T1 para os hidrogênios 

dificilmente ultrapassa 1,5s. Como não houve conhecimento suficiente da técnica de 

recuperação e inversão em que se determina experimentalmente T1, adotou-se então 

o valor estipulado por Pauli.  

Pela formula citada anteriormente temos que: 

3-5 T1=d1 + aq 

Substituindo os valores 

4,5-7,5=d1 + aq 

Portando uma combinação entre o tempo de relaxação e o tempo de 

aquisição deve ficar em torno de 4,5s a 7,5s. Como o tempo de aquisição foi de 4s o 

tempo de relaxação poderia variar de 0,5s a 2,5s. Como 0,5s é um tempo 

relativamente pequeno e não confiável para que todos os hidrogênios voltem ao seu 

estado inicial estipulamos então que d1 tenha valor de 1s tendo assim o tempo de 
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análise mínimo listado na tabela em 2 minutos e 43 segundos. Isso deve-se ao fato, 

de que o tempo de relaxação de todos os hidrogênios de todas as substâncias 

presentes no extrato bruto serem muito baixo. Esse fato é constatado, pois após um 

ciclo de pulsos eletromagnéticos todos os hidrogênios voltam rapidamente ao estado 

inicial. 

 O número de varreduras está relacionado com a massa das substâncias 

presentes na análise do extrato bruto. Quanto maior a massa, maior o número de 

hidrogênios presentes, diminuindo assim a quantidade de varreduras necessária 

para estabelecer a relação ruído-sinal, que por sua vez é usada para a 

quantificação.  

 

4.3.1  Interpretação dos resultados obtidos 

Considerando todas as discussões realizadas até o presente momento, 

iniciamos então a dissertação dos resultados obtidos. A Figura 23, pág 63 

representa a sobreposição dos sinais da citocalasina D que foram usados para a 

quantificação. Após análise da região que compreende os hidrogênios olefínicos 

utilizados para quantificação, observa-se que, quanto maior o sinal maior a massa 

do analito presente na análise.  

 

 

Figura 23 Sobreposição dos sinais de RMN de 1H do duplo dubleto olefínico referente ao C-20. 
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Os cálculos para obtenção dos valores a serem analisados foram feitos 

conforme listado abaixo. Cada espectro de hidrogênio foi individualmente analisado, 

o sinal do padrão interno (antraceno) usado como referência foi o singleto em 8,5 

ppm. 

4.3.2 Quantificação da citocalasina D. Cálculo para obter a massa de 

citocalasina na quantidade de massa que foi enviada para RMN 

 

A quantificação de uma substância a partir dos experimentos de RMN de 1H 

exige conhecimento do número de hidrogênios que contribui para o sinal que será 

utilizado no cálculo quantitativo. O mesmo procedimento foi adotado para o padrão 

interno. 

O primeiro passo, é obter o valor da massa equivalente (ME), a qual nos 

permite fazer uma a relação direta entre a massa da substância e a massa do 

padrão interno,  está relacionada com a massa molecular e com a quantidade de 

hidrogênios presentes no sinal a ser quantificado. Temos então:  

ME= (MM/Nº de hidrogênios do sinal), onde MM é a massa molecular.  

A partir da massa equivalente pode-se então relacionar diretamente a área do 

sinal do analito e a área do sinal do padrão interno. Temos então: 

(Ax × MEx / mgx) = (Ais × MEis / mgis), 

A massa da substância (mgx) e a massa do padrão interno (mgis) (do inglês, 

internal standard) são, então, relacionadas  por:  

Onde, Ax e Ais, correspondem respectivamente a área espectral do analito e 

do padrão, e  MEx e MEis correspondem respectivamente a massa equivalente do 

analito e do padrão interno. 

Para cada sinal, durante a integração manual, o ruído (S/R) foi visualizado, e 

a razão entre sinal e ruído S/R menor que 5 não foi inclusa nos dados de análise 

quantitativa. Para a quantificação da citocalasina D utilizando esse método de 

análise nenhum sinal precisou ser descartado quanto à relação descrita acima. 

Para a quantificação da citocalasina D usando o padrão interno antraceno 

temos a seguinte relação: 
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AcitD*MMcitD/(mgcitD*nº HcitD)=Ais*MMis/mgis*nº His) 

AcitD*507,6/(mgcitD*1)=Ais*178,3/1*2) 

mgcitD= (AcitD/ Ais)*5,69 

 

Onde: mgcitD  é a massa de citocalasina D na massa de extrato enviada para 

análise,e AcitD é a área obtida da integração do duplo dubleto; Ais é a  área do sinal 

do padrão interno. 

Portanto através da relação direta entre as áreas do sinal do antraceno e do 

sinal da citocalasina multiplicada por uma constante obtem a massa de citocalasina 

D na amostra que foi enviada para a análise.  

4.3.3 Cálculo para o teor 

 Teor= (mgcitD /mp/ RMN)*100 

Onde  mp/ RMN é a massa de extrato bruto enviada para analise de RMN H. 

4.3.4 Cálculo para total de citocalasina D presente no extrato bruto 

 Total=(teor*m extrato)/100 

 

Tabela 13 .Valores das variáveis em cada replicata obtidos através dos cálculos de 

quantificação. 

Replicata A A I E A 8 I 8 AE IA EI E 8 AEI 

m extrato(mg) 83,10 637,80 52,40 142,60 587,20 73,70 459,70 399,40 188,30 330,80 

Teor(%) 9,68 1,64 12,47 5,74 1,36 12,90 1,20 2,78 3,92 2,14 

Cit D(mg) 8,05 10,49 6,53 8,19 8,00 9,51 5,49 11,09 7,39 7,07 

           
Replicata B A I E A 8:1:1 I 8:1:1 A 1:1 E I 1:1 A E 1:1 I E 8:1:1 A,E,I 1:1:1 

m extrato 77,60 619,50 70,90 149,20 546,60 73,20 449,10 415,30 211,60 343,30 

teor 10,54 1,62 13,74 5,84 1,32 12,77 1,20 2,37 4,18 2,09 

total 8,18 10,04 9,74 8,71 7,22 9,34 5,39 9,85 8,85 7,17 

           
Replicata C A I E A 8:1:1 I 8:1:1 A 1:1 E I 1:1 A E 1:1 I E 8:1:1 A,E,I 1:1:1 

m extrato 83,20 620,90 68,10 161,00 564,50 99,40 373,50 379,20 194,20 335,00 

teor 9,99 1,50 12,01 5,96 1,34 12,51 1,24 2,24 4,00 2,02 

total 8,31 9,34 8,18 9,59 7,54 12,43 4,63 8,48 7,77 6,77 

 

A=100% AcOEt; I=100% iPrOH; E=100% Et2O; A 8=80% AcOEt,  10% iPrOH  e 10% Et2O,  I 8=80% iPrOH,  

10% AcOEt e 10% Et2O; AE=50% AcOEt e 50% Et2O; IA= 50% iPrOH e 50% AcOEt; E 8=80% Et2O, 10% 

iPrOH e 10% AcOEt, A,E,I 1:1:1 33% AcOEt, 33% Et2O e 33% iPrOH. 
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A média dos valores foi calculada, assim como o desvio padrão, para cada dado 

resultante na tabela abaixo. 

 

Figura 24 Fórmula para o calculo do desvio padrão. 

 

Tabela 14 Valores médios das variáveis analisadas com os respectivos desvios padrão 

Média A I E  A  I 8 

m extrato(mg) 81,3±3,2 626,0±10,1 63,8±9,9 150,9±9,3 566,1±20,3 

Teor (%) 10,07±0,43 1,59±0,07 12,74±0,90 5,84±0,11 1,34±0,02 

Total (mg) 8,18±0,13 9,95±0,58 8,15±1,60 8,83±0,71 7,59±0,39 

0,37 0,29 0,78 0,38 0,43 Custo(U$/mg) 

Média A E I A E I E 8 A,E,I 

m extrato(mg) 82,1±14,9 427,4±47,0 397,9±18,0 198,0±12,1 336,3±6,3 

Teor (%) 12,72±0,20 1,21±0,02 2,46±0,28 4,04±0,13 2,08±0,06 

Total (mg) 10,43±1,74 5,17±0,47 9,81±1,30 8,00±0,76 7,00±0,21 

0,45 0,57 0,47 0,71 0,58 Custo(U$/mg) 

 

A=100% AcOEt; I=100% iPrOH; E=100% Et2O; A 8=80% AcOEt,  10% iPrOH  e 10% Et2O,  I 

8=80% iPrOH,  10% AcOEt e 10% Et2O; AE=50% AcOEt e 50% Et2O; IA= 50% iPrOH e 50% 

AcOEt; E 8=80% Et2O, 10% iPrOH e 10% AcOEt, A,E,I 33% AcOEt, 33% Et2O e 33% iPrOH. 

 

4.3.5 Cálculo do custo de solvente para  extração de 1mg de citocalasina 

D. 

  

O custo do processo é o valor necessário para extração de 1mg de 

citocalasina D do cultivo em milho. Este valor baseia-se no custo da quantidade total 

de solvente  usado para cada extração, que foi de 375ml (tabela 6). 
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foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008)

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

uma superfície de reposta. Foram criados quatro gráficos

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

*http://www.mathworks.de/matlabcentral/fileexchange/2299

quantidade

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

ao analisar o rendimento das massas do 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008)

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

uma superfície de reposta. Foram criados quatro gráficos

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

*http://www.mathworks.de/matlabcentral/fileexchange/2299

quantidades

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

ao analisar o rendimento das massas do 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008)

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

uma superfície de reposta. Foram criados quatro gráficos

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

*http://www.mathworks.de/matlabcentral/fileexchange/2299 

s tota

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

ao analisar o rendimento das massas do 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008)

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

uma superfície de reposta. Foram criados quatro gráficos

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

tota

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

ao analisar o rendimento das massas do 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008)

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

uma superfície de reposta. Foram criados quatro gráficos (figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

totais 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

ao analisar o rendimento das massas do extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

(1U$=R$2,35; 16/12/2008) 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

 de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

de solventes, maior a massa de extrato bruto, resultando em 626,0

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

solventes Acetato de etila e Èter etílico 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

626,0

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

 e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

626,0

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

ternário com ajuda do software MATLAB e do toolbox Ternary plot* resultando em 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

626,0 mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos. 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

mais polares nos extratos.  

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

(figura 13 a 16) 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açú

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

(figura 13 a 16) sendo 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

r, no caso o isopropanol, os açúcares 

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 

Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

sendo 

cada um com uma informação relevante sobre uma variável que foi determinada. 

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

cares 

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 
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Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

sendo 

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

cares 

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 
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Para uma melhor visualização dos dados, estes foram plotados em um gráfico 

resultando em 

sendo 

de massa obtida na 

se que quanto maior a porcentagem de Álcool isopropílico na mistura 

mg para este 

ao fato deste solvente ter extraído as substâncias mais 

polares do meio, como por exemplo, os açúcares provenientes do milho. O 

cares 

aídos e o rendimento do extrato bruto é 

e suas respectivas 

houve um menor rendimento de aproximadamente 100mg, fato explicado 

extrato bruto, o álcool 

foi o solvente que teve um maior rendimento, mas esta variável não 
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pode ser isoladamente analisada para se ter uma conclusão sobre o melhor 

solvente.  

Uma análise mais detalhada dos outros gráficos resultou em maiores 

fundamentos para selecionar o solvente. 

4.5. Teor 

 Outro parâmetro que foi analisado é o teor, que consiste na porcentagem da 

citocalasina D no extrato bruto, e está relacionado com a seletividade. Quanto maior 

o teor da substância no extrato bruto menor a quantidade de interferentes, 

facilitando assim uma possível etapa de purificação e isolamento. Uma análise 

detalhada dos dados permite dizer onde a proporção de Èter etílico e Acetato de 

etila é de 1:1 o teor se mostrou mais expressivo, acima de 12%. Este fato vem a 

reforçar o fato de que a região de maior teor é aquela que há menor porcentagem de 

isopropanol na mistura. 

4.6.Quantidade total de citocalasina D extraída 

A Quantidade total de citocalasina D extraída se refere-se a capacidade do 

solvente extrator retirar a substancia do meio de cultura. Quanto maior esse valor 

mais solúvel a citocalsina D é nessas condições de extração. Para se avaliar a 

quantidade total de citocalasina D extraída do extrato obtido do cultivo em milho, 

levou-se em conta o rendimento do extrato bruto e o teor. 

Observando-se os dados, conclui-se que, há dois pontos de maior quantidade 

e um ponto de menor quantidade da substância presente. No ponto de acetato de 

etila e éter etílico 1:1 houve a maior extração, em torno de 10mg de citocalasina D. 

No ponto de isopropanol e acetato de etila 1:1 também houve uma alta quantidade 

extraída, em torno de 9 mg. N o ponto de Acetato de etila e isopropanol 1:1 ocorreu 

a menor quantidade da substância extraída do milho cultivado, próxima de 5mg.  

Conclui-se que para os solventes puros, não ocorreu uma eficiência tão boa 

quanto a comparada com as suas misturas.  

4.7. Custo do solvente para a extração de 1mg de citocalasina D 

 

O custo para a extração de 1mg de Citocalasina D foi baseado no total da 

substância presente no extrato bruto e o preço de cada solvente. No ponto que 
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compreende 100% de Èter etílico houve o maior custo, perto de U$ 0,75. Este valor 

é devido ao alto preço desse solvente quando comparado aos demais, aliado a uma 

pouca eficiência na extração da citocalasina D. Nos vértices inferiores do triângulo, 

que compreende os solventes puros, isopropanol e Acetato de etila, houve um 

menor custo de extração entre de U$0,30-0,35. Portanto, levando-se apenas em 

consideração os custos dos solventes, pode-se dizer que o Acetato de etila e o 

isopropanol tornam a extração economicamente viável. 

 No entanto outros aspectos devem ser levados em consideração, tais  como: 

o teor, a toxidade e inclusive o ponto de ebulição dos solventes, o qual dispensa 

gasto de energia para ser reciclado (destilação). 

 

5. Conclusão 

Pode-se concluir que através do método de quantificação por RMN de 1H foi 

possível quantificar a citocalasina D presente no extrato bruto. Este método foi 

rápido tendo como tempo de análise de 2min e 43seg para cada amostra. Teve uma 

boa sensibilidade para a citocalasina D, detectando a substância na ordem de 

0,0001 g. Quanto à preparação da amostra necessitou apenas de uma simples 

diluição do extrato bruto sem a necessidade de realizar uma etapa clean up, 

poupando tempo, esforço e dinheiro. O único empecilho para esta técnica não ter 

sido altamente difundida, é o custo do aparelho de RMN que ainda é alto frente aos 

outros equipamentos que possam realizar esta análise.  

Com base na extração, houve a necessidade da escolha de um melhor 

solvente, para isto levou-se em conta o rendimento do extrato bruto, o teor da 

substância, a quantidade total extraída e o custo de extração de 1mg da citocalasina 

D. Também foi levando em conta futuras etapas de isolamento e purificação da 

substância. Para este fim o Acetato de etila foi eleito como o melhor solvente.  
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ANEXO 
 Espectros de RMN de 1H de todas as amostras quantificadas contendo 1mg 
de antraceno. 
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