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RESUMO 

 

O presente trabalho teve por objetivo isolar e identificar os metabólitos secundários 

presentes nos extratos de Casearia javitensis, assim como avaliar o potencial 

antimicrobiano, citotóxico e antioxidante destes extratos. Para o trabalho, foram 

realizadas quatro coletas na Reserva Adolpho Ducke, Manaus-AM. Os materiais 

coletados foram secos, moídos e extraídos em ultrassom com diclorometano (DCM), 

metanol (MeOH) e H2O. Para os testes antimicrobianos, utilizou-se o método de 

difusão em ágar, pela técnica de poço, contra Aeromonas hydrophila, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Mínima Bactericida (CMB) 

foram determinadas para os extratos mais ativos. O ensaio citotóxico utilizou Artemia 

salina como organismo-teste e o ensaio de atividade antioxidante empregou o 

método quantitativo utilizando o radical DPPH e equivalência com o ácido ascórbico. 

O extrato DCM dos galhos foi fracionado por coluna cromatográfica (CC) e uma 

fração foi purificada através de recristalização. Frações analisadas por Cromatográfo 

à Gas acoplado à Espectrometria de Massas (CG-EM) e Ressonância Magnética 

Nuclear (RMN) mostraram presença de esteroides, possuindo o β-sitosterol como 

majoritário nas frações. Os demais extratos DCM foram analisados por CG-EM em 

uma condição para análise de esteroides e triterpenos, e o triterpeno friedelina foi 

detectado nos extratos dos galhos. O extrato metanólico dos galhos da primeira 

coleta e o extrato metanólico das folhas da terceira coleta apresentaram halos de 

inibição superiores a 10 mm no teste contra Aeromonas hydrophila, CIM abaixo de 2 

mg/mL e ausência de atividade citotóxica em Artemia salina. Estes extratos foram 

submetido à partição com diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol 

(n-BuOH), e as fases obtidas foram avaliadas para atividade antimicrobiana. As 

fases AcOEt destes extratos mostraram-se como as mais ativas, concentrando a 

atividade antimicrobiana. A fase DCM do extrato MeOH dos galhos foi fracionada por 

sucessivas CCs e uma fração mostrou a presença de β-friedelanol por análise em 

CG-EM. A fase AcOEt foi fracionada por CC e algumas frações foram purificadas por 

CLAE, fornecendo cinco fenólicos glicosilados, os quais a determinação estrutural  

ainda não está concluída, pois espectros de RMN mono e bidimensionais são 

necessários para a conclusão desta etapa. A fase n -BuOH foi fracionada em CC 

utilizando Sephadex LH-20 e CC de Poliamida-6, e o espectro de RMN de uma 

fração semipurificada sugere a presença também de fenólicos glicosilados. 

Palavras-Chave: Salicaceae, atividade antimicrobiana, cromatografia, fenólicos 

glicosilados. 
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ABSTRACT 

 

The objective of the present study was to evaluate the antimicrobial, antioxidant and 

cytotoxicity potentials of extracts of leaves and branches of Casearia javitensis, and 

to purify and identify their secondary metabolites. Leaves and branches were 

collected in Reserva Adolpho Ducke, Manaus, AM. The plant material was dried, 

grinded and the extracts were prepared with DCM, MeOH and water using 

ultrasound for 20 minutes each. The extracts were concentrated and tested for 

antibacterial, cytotoxicity and antioxidant activity. Antibacterial activity assays were 

done using the agar diffusion method by well technique, against Aeromonas 

hydrophila, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration 

(MBC) were measured for the most active extracts. The cytotoxicity assay employed 

brine shrimp Artemia salina and the evaluation of antioxidant activity used a method 

with DPPH and ascorbic acid. DCM branches extract was fractioned in 

chromatographic column (CC), and recrystallization. Gas Chromatography-Mass 

Spectrometry (GC-MS) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analyses afforded 

steroids, as β-sitosterol. DCM extracts of leaves and branches were analyzed by GC-

MS in appropriated conditions to steroids and triterpenes analyses, and triterpene 

friedelin was detected in branches extracts. Antimicrobial assay showed high activity 

for branches MeOH extract and leaves MeOH extract against A. hydrophila, MIC 

value < 2 mg/mL and showed no cytotoxicity in Artemia salina. These MeOH extracts 

were dissolved in water and partitioned between dichloromethane (DCM), ethyl 

acetate (AcOEt) and n-buthanol (n-BuOH), and these phases were tested for 

antibacterial activity. The AcOEt phases were the most active, and showed high 

antimicrobial activity. The DCM phase from branches MeOH extract was fractioned 

by CC and afforded β-friedelanol. The AcOEt fraction of branches MeOH extract was 

fractioned by CC and some fractions were purified by HPLC, and afforded five 

phenolic glycosides, which structures are not yet determined. 1D and 2D-NMR and 

mass spectrometry analyses are still on progress. The n – BuOH phase from 

branches MeOH extract was fractioned by exclusion chromatography (Sephadex LH-

20) and subjected to CC over a Poliamide-6 column, and NMR analyses of one 

fraction suggest the presence of a phenolic glycoside.  

Key-words: Salicaceae, antimicrobial activity, chromatography, phenolic glycoside. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As plantas, além de seu uso na medicina popular como chás, infusões, com 

finalidades terapêuticas, têm contribuído também para a obtenção de vários 

fármacos, os quais podem ser isolados diretamente de fontes vegetais, ou então 

fornecendo substâncias que servem como protótipos de fármacos (MACIEL et al., 

2002; BARREIRO, 2001). Segundo Lima (2001), pesquisas com produtos naturais 

de plantas consistem, em sua maioria, na busca da obtenção de princípios ativos 

contidos nas espécies vegetais, pelo fato de possuírem alto percentual de 

diversidade molecular, fato este essencial para a descoberta e produção de novos 

fármacos. 

Cechinel-Filho & Yunes (2001) demostram que o panorama da fitoquímica é 

decisivo para o Brasil devido a sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo. Entre 

os biomas brasileiros, a Floresta Amazônica destaca-se no fator biodiversidade. A 

grande diversidade de plantas constitui uma fonte muito rica para a bioprospecção 

de produtos naturais biologicamente ativos.  

Os chamados princípios ativos são os metabólitos secundários, substâncias 

produzidas pelos organismos que têm funções adaptativas, e são originadas de vias 

derivadas do metabolismo primário (SANTOS, 2004). Diversos metabólitos isolados 

de vegetais da flora amazônica já demonstraram uma gama de aplicações, como 

produção de fármacos, fragrâncias, e até mesmo inseticidas. 

Entre as diversas famílias vegetais encontradas na região Amazônica, a 

família Salicaceae destaca-se por possuir espécies conhecidas pelo uso medicinal, 

como espécies do gênero Salix (CECHINEL-FILHO& YUNES, 2001) conhecidas por 

serem produtoras de salicilatos (FERNANDES et al., 2009). Algumas espécies 
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podem possuir ação tóxica, como é o caso de Rhyania speciosa da qual foi obtida a 

rianodina, que apresenta atividades inseticidas (ROEL et al.,2000).  

A família Salicaceae engloba também espécies com propriedades medicinais, 

como Casearia sylvestris (PRINCE, 2008). Esta espécie é uma planta medicinal 

utilizada por índios, caboclos e pela população em geral, no Brasil e em toda 

América do Sul, sendo que suas folhas, cascas e raízes são utilizadas como 

antitérmico, anestésico local, antidiarréico, antiofídico, antireumático, antisséptico e 

cicatrizante (JUNGES et al., 1985; DA SILVA et al., 2008). 

Estudos de bioprospecção realizados por este grupo de pesquisa, 

coordenado pela pesquisadora Dra. Cecilia Veronica Nunez, avaliaram o potencial 

bioativo de cerca de 30 espécies da região Amazônica. Entre os extratos testados 

até o mês de julho de 2008, dois extratos de Casearia javitensis destacaram-se por 

mostrarem-se como os mais ativos em testes de atividade antimicrobiana in vitro e 

também por apresentar alta atividade antioxidante. Na literatura, porém, não há 

relatos de estudos químicos e/ou farmacológicos desta espécie, embora esta seja 

frequentemente encontrada na região Amazônica.  

Assim, os resultados promissores observados, somado com a falta de 

estudos com a espécie Casearia javitensis, estimularam a realização da presente 

pesquisa, a qual objetiva realizar o estudo químico de extratos da espécie C. 

javitensis Kunth, assim como avaliar as atividades antimicrobiana, antioxidante e 

citotóxica de extratos obtidos a partir de extratos de diferentes épocas do ano.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2. 1.   Prospecção de substâncias bioativas de vegetais 

 

No Brasil, pesquisas voltadas para a descoberta de protótipos de fármacos, 

e/ou fitoterápicos, além de propiciarem o avanço da pesquisa básica multidisciplinar, 

podem contribuir também para o desenvolvimento tecnológico nacional, se levarmos 

em conta que a diversidade de metabólitos produzidos nos biomas brasileiros é 

ainda muito pouco explorada do ponto de vista farmacológico (BARREIRO & 

BOLZANI, 2009). 

Os vegetais são excelentes fontes de matéria-prima na prospecção de novos 

fármacos, tendo-se em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais é 

muito superior àquela derivada dos processos de síntese química (NOBRE, 2008; 

BARREIRO, 2001). Como a diversidade estrutural é um ponto crucial em pesquisas 

que visam atingir diferentes alvos biológicos, o estudo de produtos naturais pode ser 

promissor nesse objetivo, pois durante os milhões de anos da evolução biológica a 

seleção natural realizou um processo de química combinatória inigualável 

(CECHINEL-FILHO& YUNES, 2001). 

Organismos necessitam transformar e interconverter uma gama de 

substâncias orgânicas para o seu crescimento e reprodução, possuindo uma rede 

integrada de enzimas para a produção e degradação de metabólitos primários e 

metabólitos secundários (DEWICK, 2002). Os metabólitos primários são as 

biomoléculas essenciais e universais em todos os seres vivos, como proteínas, 

ácidos nucléicos, sacarídeos e lipídeos. Os metabólitos secundários, também 

chamados de produtos naturais, não são distribuídos universalmente em todos os 
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seres vivos, sendo muitas vezes relatados como substâncias adaptativas (SANTOS, 

2004; DEWICK, 2002).  

Os produtos naturais são divididos em classes de metabólitos secundários, 

sendo os principais grupos os terpenos, entre eles os esteroides, as substâncias 

fenólicas e os alcaloides. Os terpenos representam o maior grupo, com cerca de 33 

mil substâncias relatadas (VERPOORTE & MARASHIN, 2001).  

A origem destes metabólitos, em geral, pode ser resumida a partir do 

metabolismo da glicose, sendo a via acetato-mevalonato e a desoxixilulose fosfato 

para a formação de terpenos; a rota do acetato e do chiquimato para a formação de 

substâncias fenólicas, juntamente com o triptofano para a formação de alcaloides 

(SANTOS, 2004). A rota de biossíntese básica dos produtos naturais está 

esquematizada na figura 1. 

A variedade e complexidade de metabólitos produzidos pelas plantas sofrem 

influência dos estímulos ambientais, bastante variáveis, de natureza química, física e 

biológica sobre sua composição química (ALVES, 2001; GOBBO-NETO & LOPES, 

2007). Entre os fatores abióticos, Gobbo-Neto e Lopes (2007), afirmam que a 

quantidade e a natureza dos metabólitos varia durante o ano, e até mesmo durante 

o dia (figura 2), como por exemplo, as concentrações de hipericinana erva de São 

João (Hypericum perforatum) aumentam de cerca de 100 ppm no inverno para mais 

de 3000 ppm no verão. Porém, outros fatores também estão ligados à produção de 

metabólitos (figura 2), tais como temperatura, disponibilidade hídrica, radiação 

ultravioleta, nutrientes, poluição atmosférica, altitude, indução por estíumulos 

mecânicos ou ataque de patógenos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007), competição, 

estágio de desenvolvimento, entre outros (SANTOS, 2004). 
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Figura 1 - Via de biossíntese das principais classes de metabólitos secundários. 

Adaptado de: SANTOS, 2004; DEWICK, 2002. 

 

Assim, um estudo que visa encontrar substâncias bioativas de vegetais, ou 

padronização de extratos com utilização terapêutica, deve considerar todos os 

fatores que possam influenciar a produção ou o acúmulo da(s) substância(s) de 

interesse, tendo cuidado especial com relação a época e local da coleta, secagem, 

transporte, etc. (CALIXTO, 2001). 

Ácido chiquímico 

Triptofano Fenilalanina/

tirosina 
Ácido gálico 

Alcaloides 

indólicos e 

quinolínico 

Taninos 

hidrolisáveis 

Protoalcaloides 

Alcaloides 

Isoquinolínicos e 

benzilquinolínicos 

Ácido cinâmico 

Fenilpropanoides 

Lignanas, ligninas, cumarinas 

Antraquinonas 
Flavonoides 

Taninosconde
nsados 

Desoxi-

xilulose 

GLICOSE 

Acetil- CoA 

Polissacarídeos 
Heterosídeos 

Ciclo do 

ácido 

cítrico 

Via 

mevalonato 

condensação 

Isoprenóides 

Terpenoides e 

esteroides 

Ácidos graxos 

acetogeninas 

Ornitina 

lisina Alcaloides 

pirrolidínicos 

tropânicos 

pirrolizidínicos 

piperidínicos 

quinolizidínicos 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Principais fatores que influenciam a produção e acúmulo de metabólitos 

secundários nas plantas. Fonte: GOBBO-NETO & LOPES, 2007. 

 

2. 2.    Prospecção de substâncias com atividade antioxidante 

 

Entre as diversas atividades biológicas dos metabólitos secundários produzidos 

por vegetais, inclui-se a atividade antioxidante, a qual vem sendo amplamente 

explorada na área de cosmetologia e produção de alimentos.  

Extratos que possuem atividade antioxidante usualmente contêm substâncias 

fenólicas, por exemplo, cumarinas, flavonoides, e catequinas (DAPKEVICIUS et al., 

1998). Ácidos orgânicos, carotenoides, proteínas, taninos podem estar presentes e 

terem atividade como antioxidantes ou ter um efeito sinérgico com substâncias 

fenólicas (MOSADDIK et al., 2004). Estudos recentes vêm demonstrando que a 

atividade antioxidante está relacionada com o número de grupos hidroxilas livres dos 
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flavonoides (MOSADDIK et al., 2004). Pode estar também relacionada com o 

tamanho da cadeia carbônica que contenha ligações duplas conjugadas. 

Substâncias antioxidantes de origem vegetal pertencem a diferentes classes de 

metabólitos, mas, indubitavelmente, os flavonoides constituem o grupo mais 

representativo, sendo encontrado com elevada diversidade de estruturas químicas 

(WILHELM-FILHO et al., 2001). 

O estresse oxidativo é o desequilíbrio entre a geração de Espécies Reativas 

de Oxigênio (EROs) e os mecanismos de defesa do organismo. EROs em excesso 

podem originar no organismo, por  meio de falha na respiração mitocondrial, 

ativação de polimorfismo nuclear, ácido araquidônico, ativação-inibição de sistemas 

enzimáticos, e catálise da ligação de ferro ou cobre (fatores endógenos) (NÚÑEZ-

SELLÉS, 2005). 

O aumento de radicais livres, assim, está relacionado com o processo de 

envelhecimento do corpo humano, como o aparecimento de tumores e o dano 

tecidual (WILHELM-FILHO et al., 2001).  Desta forma, já se conhece bastante sobre 

o papel dos radicais livres nos processos de geração de doenças, buscando-se 

agora tentativas de intervenção que possam minimizar os danos causados. Tais 

intervenções precisam ser feitas por substâncias que neutralizem os radicais livres, o 

que é conseguido com o uso de substâncias com atividade antioxidante 

(BALESTRIN, 2006). 

 Os melhores produtos antioxidantes são os que impedem o excesso de 

EROs, através da estimulação do mecanismo de reparo antioxidante, ou através da 

doação ou captura de elétrons para a estabilização do radical livre (NÚÑEZ-

SELLÉS, 2005). 
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2. 3.    A busca por substâncias antimicrobianas 

 

 
A descoberta de novas substâncias com atividade antimicrobiana constitui 

uma necessidade urgente devido a fatores como o aumento da incidência de novas 

e re-emergentes enfermidades infecciosas, juntamente com a resistência 

desenvolvida pelos micro-organismos aos antibióticos usados clinicamente 

(MALLAVAPURU, 2001). 

Uma série de substâncias de origem vegetal, inclusive de espécies 

brasileiras, já apresentaram atividade antibacteriana, antifúngica e antiprotozoária 

(LIMA, 2001). Entre os produtos naturais isolados com atividade, pode-se citar os 

alcaloides com atividade antibacteriana condalina A e escutiamina E, isolados do 

extrato metanólico das cascas de Scutia buxifolia (MOREL et al., 2005) e a anonaína 

e isoboldina, isolados de Anona salzmani (PAULO et al., 1992); antraquinonas e 

naftoquinonas isoladas de Tabebuia impetiginosa com atividade contra Helicobacter 

pylori (PARK et al., 2006) e o ácido hidroxibenzóico, isolado de Piper aduncum que 

também apresentou atividades antimicrobianas (ORJALA  et al., 1993).  

Atividade leishmanicida foi detectada em benzofenonas preniladas isoladas 

de Garcinia brasiliensis (PEREIRA et al., 2010) e também em óleo de copaíba 

extraído de diferentes espécies do gênero Copaifera (SANTOS et al., 2008). 

Os agentes antimicrobianos podem manifestar sua atividade através de vários 

mecanismos: lesão da parede celular, alterações da permeabilidade celular, 

alterações das moléculas de proteínas e ácidos nucléicos e inibição da síntese de 

ácidos nucléicos (LIMA, 2001). As drogas antimicrobianas podem ser classificadas 

como bactericidas, quando matam o microrganismo, ou bacteriostáticas, quando 

impedem o crescimento do mesmo. No caso das drogas bacteriostáticas, o 

hospedeiro se defende por si, utilizando mecanismos como a fagocitose e a 
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produção de anticorpos, normalmente destruindo o microrganismo (TORTORA et al., 

2005). 

 Em relação às bactérias Gram-positivas de interesse clínico, Staphylococcus 

aureus destaca-se pela sua resistência a muitos fármacos (BROWN & NGENO, 

2007), sendo que são as maiores causas de desordens cutâneas, respiratórias, 

ósseas e endovasculares (LOWY, 2003).  

 Entre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa apresentam-se como importantes micro-organismos de interesse clínico. 

Segundo Nobre (2008), embora cepas de E. coli ocorram naturalmente na 

microbiota intestinal, certas linhagens podem apresentar alta capacidade de causar 

uma variedade de doenças, passando, neste caso, a ser consideradas como um 

patógeno de humanos e animais, estando relacionado a infecções do trato urinário 

(SANTO et al., 2006), gastrintestinais e infecções nosocomiais, incluindo septicemia 

e meningites (NOBRE, 2008). 

 A importância dos estudos de novas substâncias contra Pseudomonas 

aeruginosa deve-se ao fato de que este microrganismo apresenta comportamento 

oportunista, estando relacionado a várias manifestações clínicas no homem e em 

animais (TANAKA et al., 2002). No homem, a ocorrência de P. aeruginosa está 

relacionada principalmente a distúrbios entéricos e dermatites pós-queimaduras 

(TANAKA et al., 2002), sendo considerado como um dos principais agentes de 

infecções hospitalares, apresentando multirresistência aos antimicrobianos 

convencionais (FIGUEIREDO et al., 2007).  

Quando se fala em patógenos que acometem doenças em aquicultura, as 

bacterioses são as doenças mais significantes em cultivo intensivo (ANDRADE, 

2009). Bactérias do gênero Aeromonas possuem uma ampla distribuição em vários 
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tipos de ambientes hídricos (ROCHA, 2004), sendo frequentemente encontrada no 

pescado. Entre as espécies de Aeromonas, a que provoca maior mortalidade em 

aquicultura é a espécie Aeromonas hydrophila, prejudicando a piscicultura, 

ranicultura, mitilicultura etc., como também outras criações, tal como a avicultura 

(COSTA et al., 2004; MOURIÑO et al., 2006; ANDRADE, 2009). 

Além do problema de mortalidade de peixes e outos animais, bactérias do 

gênero Aeromonas possuem vários fatores de virulência que justificam sua ameaça 

como patógeno humano, pois são causadoras de diarréia, infecções intestinais, e 

em indivíduos imuno comprometidos são causadoras de septicemia, meningite e até 

óbito (YAMADA et al., 1997).  

As patologias causadas por Aeromonas, em humanos e em animais em geral, 

somadas com a resistência destas bactérias aos antibióticos utilizados atualmente, 

justifica a busca por novos agentes que visem o seu controle, principalmente na 

aqüicultura (KUBITZA, 2004).  

Buscando utilizar produtos naturais para combater bactérias patogênicas na 

aquicultura, Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2007), verificaram que 

flavonoides isolados da folha de Psidium guajava, possuíam efeito bacteriostático 

sobre Aeromonas hydrophila e outras bactérias patogênicas de peixes. Outro 

trabalho nesta linha de pesquisa avaliou o extrato aquoso da folha de Eclipta alba, 

que quando  acrescentado à dieta de Oreochromis mossambicus (tilápia) aumentava 

a resposta imune não-específica e a resistência a Aeromonas hydrophila  

(CHRISTYBAPITA et al., 2007). 
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2. 4.    Avaliação da atividade citotóxica 

 

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de extratos, frações e substâncias 

através de um bioensaio com um sistema de screening rápido e sensível, novas 

metodologias foram desenvolvidas (MEYER et al., 1982), entre elas o ensaio 

empregando larvas Artemia salina. 

 Artemia salina é um organismo sensível a um amplo espectro de substâncias 

com atividades biológicas, sendo que o bioensaio utilizando este organismo foi 

inicialmente proposto por Michael e colaboradores (1956), onde se avaliou a 

citotoxicidade de inseticidas. O teste permite a avaliação de metabolitos e extratos 

tóxicos e também para a determinacão da concentração em que a porcentagem de 

mortalidade seja de 50 % dos indivíduos (CL50) (GONZÁLES et al., 2007). 

 Artemia salina é um microcrustáceo da ordem Anostraca que vive em lagos 

de água salgada e salinas de todo o mundo, e como é utilizado como alimento para 

peixes, cistos de A. salina são facilmente encontrados em lojas de aquaristas. Além 

disso, os ovos não eclodidos são metabolicamente inativos, e podem ser 

conservados por longos períodos se mantidos desidratados e a baixas temperaturas 

(MICHAEL et al., 1956). Quando reidratados, os cistos de Artemia salina eclodem 

em cerca de 24 horas, sendo que o ciclo de vida relativamente curto favorece seu 

uso em testes de citotoxicidade (McLAUGHLIN et al., 1998). 

 Embora seja um teste preliminar, o teste utilizando Artemia salina é útil para 

triagens iniciais de extratos, pois apresenta muitos requisitos exigidos para um 

organismo-teste (KOUTSAFTIS & AOYAMA, 2007), tais como o curto tempo de ciclo 

de vida e a sensibilidade a diferentes substâncias. 
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2. 5.   Família Salicaceae 

 

A família Salicaceae foi reorganizada na revisão do APG II, no ano de 2003, 

sendo incluídos nesta família vários gêneros que pertenciam à extinta família 

Flacourtiaceae (SOUZA & LORENZI, 2005). Entre as características morfológicas de 

Salicaceae, estão as folhas simples, alternas, quase sempre dísticas, com a margem 

do limbo serrilhado (SOUZA & LORENZI, 2005). Há presença de pontuações 

translúcidas em muitas espécies, e as estípulas são geralmente inconspícuas, 

pequenas ou caducas. As flores caracterizam-se por serem geralmente pequenas, 

actinomorfas, bi ou unissexuais e as espécies frequentemente dioicas; e o fruto é 

uma baga carnosa ou uma cápsula deiscente por válvulas (VASQUEZ, 2005). As 

flores geralmente possuem estames coniventes e um gineceu tricarpelar; o fruto é 

geralmente uma cápsula (SOUZA & LORENZI, 2005). 

Estudos de filogenia molecular, baseados na sequencia genética do plastídio 

rbcL, mostraram que a família Flacourtiaceae não era monofilética, e assim foi 

reclassificada em outros dois clados; alguns gêneros foram classificados em 

Salicaceae e outros em Achariaceae (MOSADDIK, 2007a). Entre as tribos que 

pertenciam à Flacourtiaceae e passaram a pertencer à Salicaceae, estão: Abatieae, 

Scolopiae, Banarea, Homalieae, Flacourtieae e Casearieae (SOUZA & LORENZI, 

2005). O gênero Oncoba foi o único da tribo Oncobeae a ser reclassificado em 

Salicaceae (SOUZA & LORENZI, 2005).  

Estudos com espécies de Salicaceae e de Flacourtiaceae observaram que 

estas famílias eram muito próximas, tanto por características morfológicas, quanto 

por características químicas. Substâncias fenólicas como salicina e outros salicilatos 

são encontrados exclusivamente em algumas espécies destas duas famílias 

(MOBOT, 2010). Entretanto, espécies do gênero Banara, que também pertencia à 
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Flacourtiaceae e agora foi reclassificado em Salicaceae, são as únicas que 

produzem glicosídeos cianogênico entre as espécies de Salicaceae (SPENCER & 

SEIGLER, 1985).  

A família Salicaceae tem uma distribuição espacial em diversos biomas do 

mundo (FERNANDES et al., 2009), e representantes da família são encontrados em 

todos os continentes, com exceção da Antártida. Os gêneros que pertenciam 

anteriormente à Flacourtiaceae ocorrem predominantemente nas regiões tropicais 

com poucos representantes nas regiões temperadas (VASQUEZ, 2005). São 

encontrados principalmente em florestas primárias e secundárias em regiões baixas 

e montanhosas e compreendem árvores de dossel, sub-bosque, arvoretas 

monocaules ou arbustos (VASQUEZ, 2005).  

Espécies da família Salicaceae são produtoras de um largo espectro de 

substâncias bioativas (MOSADDIK etal., 2004). Espécies do gênero Ryania 

possuem substâncias tóxicas em todas as partes vegetais (JEFFERIES et al., 1992). 

A substância rianodina foi isolada da espécie Ryania speciosa, sendo que esta 

substância foi um dos primeiros produtos naturais utilizados como inseticidas (ROEL 

et al., 2000).  

Alguns gêneros, tais como Laetia, Casearia, e Zuelania, contêm ésteres de 

diterpenos clerodânicos (figura 3), os quais apresentam atividade citotóxica e 

fagoinibitória (BEUTLER et al., 2000). 

Lignanas do tipo podofilotoxina foram obtidas como constituintes majoritários 

de folhas de dos troncos de Casearia clarkei, e metabólitos como 6-C-prenil, 8-C-

prenil e 7-metoxicumarinas foram obtidos de Casearia graveolens coletadas no 

continente Asiático (SHAARI & WATERMAN, 1994). Em espécies neotropicais, 
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como Casearia sylvestris, foram encontradas novas neolignanas, denominadas de 

casearialignanas A-F (WANG et al., 2010). 

 Triterpenos, como o β-amirina, foram encontrados nos troncos de Casearia 

thwaitesii e Scolopia schreberi, sendo encontrada nesta última espécie os triterpenos 

epifriedelinol e friedelina (GUNASEKERA; SULTANBAWA; BALASUBRAMANIAM, 

1977).  

 Espécies do gênero Salix, por sua vez, são conhecidas pela produção de 

salicina, salicortina, salicilol e fenólicos glicosilados (POHJAMO et al., 2003; 

FERNANDES et al., 2009). Flavonoides isolados de Salix caprea, por exemplo, 

foram relatados com propriedades antifúngicas (POHJAMO et al., 2003). O gênero 

Populus também apresenta uma diversidade de glicosídeos fenólicos, como os 

cinamrutinoses (JOSSANG; JOSSANG; BODO, 1994; REHILL et al., 2005). 

 O uso na medicina popular de Flacourtia indica, principalmente por nativos da 

Índia, onde os frutos são usados para o tratamento de icterícia e as raízes para 

problemas estomacais, estimulou uma pesquisa com as partes aéreas para 

atividades antimaláricas (KAOU et al., 2010). Kaou e colaboradores (2010) 

observaram que um dos constituintes majoritários do extrato AcOEt, o 

poliotrisosideo, apresentou forte atividade antiplasmodial.  

Alguns metabólitos secundários isolados de membros da família Salicaceae 

são apresentados na figura 3, páginas 15-24. 
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Estrutura Espécie Atividades 
Biológicas 

Referência 

 

 
 

Idesina 
 

 
Idesia 

policarpa 
 

Casearia 
costulata 

 
Inibição da 

produção de 
óxido nítrico 

 
Chou et al., 

1997 
 

Mosaddik et 
al., 2007a 

 

 
 

 
Álcool 2-O-(benzóico-glucopiranosil)-7-O-
(1,2,6-triidroxi-5-oxo-ciclohex-3-enoil)-4-

hidroxibenzila 

 

 

 
Scolopia 
braunii 

 
 

Homalium 
longifolium 

 

 
--- 

 

 
 
 

Mosaddik et 
al., 2007a 

 
 
 

O

O

O

OH

OH

OH

OH

O

 
 
Metil-6-O-p-cumaroil glucopiranosídeo 

 

 
 

 
Flacourtia 

indica 

 

 
--- 

 

 
 

Amarashing 
et al., 2007 

 
O

O

O

OH

OH

OH

OH

O

O

 
Flacoursídeo 

 

 

 
 
 

Flacourtia 
indica 

 
--- 

 

Amarashing 
et al., 2007  

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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OH

OH

O
O

O

O

OH
OH
OH

 
Poliotrisosídeo 

 

 
 
 
 

Flacourtia 
indica 

 
 

 
 

antimalárica 

 
 

 
 

Kaou et al., 
2010 

 

OMe

O

OH

OH

OH

MeO

OH

OMe

R

OH

 

 

 
Casearialignana A e B: R - MeO 
Casearialignana C e D: R = H 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

 
 

--- 

 
 

 
 

Wang et al., 
2010 

 

OMe

O

OH

OH

OH

MeO

O

OMe

OMe

OH

OH

OH

OH

OMe

 

 
Casearialignana E e F 

 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 

 
 

 
--- 

 

 
 

 
Wang et al., 

2010 

MeO OMe

OH

O O

MeO OMe

OH

O O

 
1 2 
 

1 - 3,5 dimetóxi-galato de isobutila  
2 - 3,5 dimetóxi-galato de metila 
 

 
 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 

 
 

--- 

Da Silva et al., 
2008 

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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O

O

O

OH

O

O

O

O

1

1'

2''

1''

6a 5a

3

5

3'

2a1a 3''

 

 
Ácido elágico 

 

 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

Anti-
inflamatório, 
antialérgico, 

citotóxico 

 
 

 
Da Silva et al., 

2008 

 

 
 

Ácido 3-O-metilelágico 

 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 

 
Anti-

inflamatório, 
antialérgico, 

citotóxico 

 

 
 
 

Da Silva et al., 
2008 

 

 
 

Ácido 3,3’-di-O-metilelágico 

 

 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

Anti-
inflamatório, 
antialérgico, 

citotóxico 

 
 
 

Da Silva et al., 
2008 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
Ácido 3-O-metil-3’,4’-metilenoelágico 

 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

Anti-
inflamatório, 
antialérgico, 

citotóxico 

 
 
 

Da Silva et al., 
2008 

 

 
Tirosol 

 

 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 
 

--- 

 
 

Wang et al., 
2009 

 

Figura  3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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O

O

O
OH

O

O

OH OH OH

OH

 
Salicortina 

Populus 
fremontii 

 
Populus 

angustifolia 
 

Salix sericea 
 

Hasseltia 
floribunda 

 
 
 
 

analgésica 

 
 

Rehill et al., 
2005 

 
Orians et al., 

2000 

 

O

OHO

O

O

O
OH

O

O

OH OH OH

O

 
HCH-Salicortina 

 
 
 

Populus 
fremontii 

 
 

 
 
 
 

--- 

 
 
 

Rehill et al., 
2005 

 
O

O

OH

O

O

OH

OH

OH

OH

 
Isograndidentatina 

 
 

Populus 
davidiana 

 
 

Antioxidante 

 
 

Si et al., 2009 

 

O

OH

O

OH OH

OH

OH  
Salicina 

 

 
Salix martiana 

 

Hasseltiaflorib
unda 

 
 

Analgésica, 
antiinflama-

tória 

 

Fernandes et 
al., 2009 

 
Dagvadorj et al., 

2010 

 

O

OH

O

OH OH

OH

O

O

OH

 
Trichocarposídeo 

 

 
 

 
Salix martiana 

 

 
 

--- 

 
 

 
Fernandes et 

al., 2009 
 

 

Figura  3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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O
OH

OH
OH

OH

OH

O O

OH

R

 
Isosalipurposideo – R=OH 
Neosakuranima – R= OMe 

 

 
 
 

Populus 
davidiana 

 
Populus alba x 

glandulosa 
 

 

 
 
 

--- 

 
 
 

Si et al., 2009 
 
 

Kwon & Bae, 
2009 

 

O
OH

OH
OH

OH

O O

OH

R
2

R
1

 

 
Suwonpopulosideo – R1=H;R2=OH 

Populosideo - R1= OH; R2 = H 

 
 

Populus 
davidiana 

 
Populus alba x 

glandulosa 
 
 

 

 
 
 
 

Antioxidante 

 
 
 

Si et al., 2009 
 
 

Kwon & Bae, 
2009 

 

O

O

O OH

OH

OH

O

OH

OH
OH

 
 

(2,3-diidroxiciclohex-4-enil-1-oxi)-2-O-
[coumaroil]-glicopiranosídeo 

 

 
 
 
 

Hasseltia 
floribunda 

 
 
 

 
 
 
 
 

--- 

 
 
 
 

Dagvadorj et al., 
2010 

 

O

OO

OH

O

OH

OH

OH OH

 
Saliresposideo 

 

 
 

 
 
Populus alba x 

glandulosa 
 

 
 
 

--- 

 
 
 
 

Kwon & Bae, 
2009 

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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O O

O

O

OH

OH OH O

OH

OH

 

 
Grandidentatina A 

 

 
 

Populus alba x 
glandulosa 

 

 
 
 

--- 

 
 
 

Kwon & Bae, 
2009 

O

O

O

OH

OH

OH O

OH

OH

 
Itosídeo 

 
Dovyalis caffra 

 
Dovyalis 

abyssinica 
 

Itoa orientalis 
 

 
 

Analgésica, 
antiinflama-

tória 

 
 
 

Stanstrup et al., 
2010 

 

O

O

O

OH

OH

OH O

OH

O

O
OH

O

 
4-hidroxitremulacina  

 
Dovyalis caffra 

 
Dovyalis 

abyssinica 
 

Itoa orientalis 
 

 
 
 

Anti-
microbiana 

 
 

 
 
 

Stanstrup et al., 
2010 

O

OH

OH

OH

OH

OH

 
Catequina 

 
 
 

Salix caprea 

 
 

Antioxidante, 
antiinflama-

tória 

 
 
 

Pohjamo et al., 
2003 

 

O

O

O

OOH

OH

MeO OMe

 
2-Hidroxi-4-dimetil-desoxi-

podofilotoxina 

 
 
 

Casearia 
clarkei 

 
 
 

--- 

 
 
 

Shaari & 
Waterman, 

1994 

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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OH

O

OH

OH

OH

OR

O O

OH

 

 
Salipuporsídeo – R = OH 
Sakuranina – R = OMe 

 

 
 
 

Populus 
davidiana 

 
Populus alba x 

glandulosa 
 
 
 
 

 
 
 
 

--- 

 
 
 
 

Si et al., 2009 
 
 

Kwon & Bae, 
2009 

 

OH

O

OH

OH

OH OO

OH O

OH

OH

R

 
 

Aromandedrin-7-O-glucosídeo – R=H 
Taxifolin-7-O-glucosídeo – R = OH 

 
 

Populus 
davidiana 

 
 
 

 
 
 
 

--- 

 
 

Si et al., 2009 

 

NH

O

O

OHCH3

CH3

CH3

CH3

OH

OH

OH

OH
CH3

OH

O

 

 

 
Ryanodina 

 

 
 
 

Ryania 
speciosa 

 
 
 

Inseticida 

 
 
 

Ruest et al., 
1985 

 

 

Figura  3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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Triacetoxi-epoxi—clerodanona 

 

 
 
 
 

Casearia 
grewiifolia var. 

gelonioides 

 
 
 
 

citotóxica e 
fagoinibitória 

 
Mosaddik et al., 

2007b 

 

 
Diacetoxy--epoxi-isobutanoil-

clerodandieno 
 

 
 
 
 

Casearia 
grewiifolia var. 

gelonioides 

 
 
 
 

citotóxica e 
fagoinibitória Mosaddik et al., 

2007b 

 

 
 

2β-methoxi-clerodadieno-carboxiolide 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

 
 

 
 

citotóxica e 
fagoinibitória 

 
 
 
 
 
 

Wang et al., 
2009 

 

 
 

Ácido patagônico 

 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

 
citotóxica e 

fagoinibitória 

 
 
 
 
 

Wang et al., 
2009 

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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15ξ-methoxi-clerodadienocarboxiolide 

 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 
 

 
citotóxica e 

fagoinibitória 

 
 

 
 

Wang et al., 
2009 

 

 
15-oxo-equinofilina 

 

 
 
 
 

 
Casearia 
sylvestris 

 
 
 

 
 

citotóxica e 
fagoinibitória 

 
 
 

 
 

Wang et al., 
2009 

 

 
Equinofilina A 

 

 
 
 
 

Casearia 
sylvestris 

 
 

 
 

citotóxica e 
fagoinibitória 

 
 

 
 

Wang et al., 
2009 

 

 
 

Corimbulosina 

 
 
 
 

Laetia 
corymbulosa 

 
 
 
 

Citotóxica e 
fagoinibitória 

 
Antimalárica 

 
 
 

 
Beutler et al., 

2000 

 

Figura  3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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Corimbulosina B 

 
 
 
 

Laetia 
corymbulosa 

 
 

 
Citotóxica e 
fagoinibitória 

 
Antimalárica 

 
 
 
 
 

Beutler et al., 
2000 

 

 
 

Corimbulosina C 

 
 
 
 

Laetia 
corymbulosa 

 
 

 
citotóxica e 

fagoinibitória 
 

Antimalárica 

 
 
 
 
 

Beutler et al., 
2000 

 

O

O

OH

O
OH

OH

H

 
Ácido itoaico 

 
 
 

Itoa orientalis 

 
 

--- 
 

 
 

Chai et al., 2009 

O

O

OCH5C6

H

H

H

 
3-β-benzoil-friedo-oleanan-16α-lactona 

 

 
 
 

Homalium 
longifolium 

 
 

--- 

 
 
 

Shaari & 
Waterman, 

1994 

 

OH

HH

 
 

β-amirina 

 
 

Casearia 
thwaitesii 

 
 
 

--- 

 
 
 

Gunasekera et 
al., 1976 

 

Figura 3 – Exemplos de metabólitos identificados em espécies de Salicaceae. 
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2.5.1.   Gênero Casearia 

 

O gênero Casearia é representado por cerca de 180 espécies arbóreas 

distribuídas pela região neotropical, África, Malásia, Austrália e ilhas do Pacífico 

(THADEO et al., 2009). Nas regiões tropical e subtropical das Américas encontram-

se a maior diversidade do gênero, com aproximadamente 75 espécies (ZMARZTY, 

2007).  

Nas descrições taxonômicas do gênero Casearia é comum a utilização de 

termos como pontos translúcidos, pontuações transparentes, traços transparentes 

ou glândulas nas folhas (THADEO et al., 2009). As folhas são alternas, dísticas, 

peninérveas, as inflorescências são axilares ou supra-axilares, e as flores são 

pequenas e o fruto é geralmente uma cápsula (ZMARZTY, 2007). 

Estudos realizados por Mosaddik e colaboradores (2004), avaliaram extratos 

de Casearia costulata, C. grewiifolia, C. grayi, C. mulitnervosa, Casearia sp., 

Homalium brachybotrys, H. circumpinnatum, Scolopia braunii, Xylosma terrae-

reginae and Xylosma sp. quanto a suas atividades antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida 

albicans, citotóxica e antioxidante. Os resultados mostraram que espécies do gênero 

Casearia destacaram-se por possuir uma elevada atividade em todos os ensaios 

realizados, o que indica que espécies deste gênero podem possuir substâncias de 

interesse farmacológico (MOSADDIK et al., 2004).  

 O óleo essencial das folhas de Casearia sylvestris apresentou atividade anti-

inflamatória e contra úlcera gástrica (ESTEVES et al., 2005), sendo que esta 

atividade está atribuída principalmente aos terpenos, como o biciclogermacreno, 

substância majoritária no óleo essencial. Outra atividade de Casearia sylvestris que 
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vêm sendo amplamente estudada é a neutralização de venenos de vários gêneros 

de serpentes (BORGES et al., 2001).  

Em função de seu uso popular, o extrato etanólico de C. sylvestris foi 

avaliado quanto ao seu potencial genotóxico por Maistro e colaboradores (2003), e 

não apresentou danos ao DNA de células HTC e V79. Os extratos hexânicos das 

folhas e cascas de C. sylvestris apresentaram atividade citotóxica nas linhagens de 

células tumorais: carcinoma de colón humano (HCT-8), de melanoma (MDA-MB-

435), e de cérebro (SF-295) (MESQUITA et al., 2009). 

 

2.5.2.   Casearia javitensis Kunth 

 

A espécie Casearia javitensis (figura 5) é conhecida popularmente por 

caneleira ou mata-calado. Possui porte arbóreo, folhas oblongas, com a base obtusa 

e borda do limbo serrilhada (FLORA BRASILIENSIS, 1871), e estas características 

estão ilustradas na figura 5A. As inflorescências de Casearia javitensis são em 

fascículos axilares e sésseis (figura 5C), e as flores são monoclamídias e 

dialissépalas (VASQUEZ, 2005). O fruto é uma cápsula ovóide e subglobosa 

(VASQUEZ, 2005). 

Casearia javitensis Kunth é uma espécie encontrada com grande frequência 

na região Amazônica, sendo também relatada sua ocorrência na floresta Atlântica, 

na restinga e no cerrado da região Nordeste (CORRÊA, 2007; COSTA et al., 2004).  
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Figura 4 - Imagens de Casearia javitensis Kunth 

 A – Exsicata;  B – Detalhe do caule;  C – Detalhe das inflorescências. 

 

Buscando estudar a defesa foliar de espécies de restinga à herbivoria, Corrêa 

(2007) verificou, por meio de análises por cromatografia em camada delgada e 

reagentes reveladores para as classes de metabólitos, a presença de quercetina, 

proantocianidinas, saponosídeos, triterpenos e esteroides.  

Porém, não há relatos de estudos que visaram uma caracterização química 

de C. javitensis mais aprofundada, sendo que este fato motivou o presente trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

Foto: SANTOS, 2008 Foto: WYREPKOWSKI-COMANDOLLI, 2008 
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3. OBJETIVOS 

 

3. 1.    Objetivo geral 

 

Este estudo tem como objetivo principal a caracterização química e a 

avaliação da atividade antimicrobiana, antioxidante e citotóxica dos extratos de 

galhos e de folhas de Casearia javitensis Kunth. 

 

3. 2.    Objetivos específicos 

 

 

1. Isolar e purificar os metabólitos secundários presentes nos extratos de 

Casearia javitensis; 

 

2. Identificar ou elucidar a estrutura química dos metabólitos encontrados nos 

extratos; 

 

3. Avaliar os extratos de galhos e de folhas de Casearia javitensis Kunth quanto 

ao seu potencial antimicrobiano, citotóxico e antioxidante; 

 

4. Avaliar a atividade antimicrobiana das fases obtidas dos extratos que 

mostraram maior potencial contra as bactérias testadas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.      Equipamentos e materiais utilizados 

  

4.1.1 Preparo de extratos, análises e fracionamento cromatográfico 

 

O material vegetal foi moído em moinho de facas Tecnal, modelo Willye TE-

650. Para a evaporação dos solventes, utilizou-se evaporador rotativo a vácuo 

(FISATOM). 

 Os solventes utilizados para as extrações, partições, cromatografias em 

coluna aberta e cromatografias em camada delgada possuíam grau comercial de 

pureza, sendo previamente destilados no Laboratório de Bioprospecção, 

Coordenação de Pesquisas em Produtos Naturais do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia.  

 Fases estacionárias (FE) utilizadas para a cromatografia em coluna (CC) 

empregadas: Florisil (MERK); Silica Gel 60, 230 – 400 mesh (MERK); Sephadex LH 

– 20; Poliamida 6 (Fluka). 

Para a Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC), foram 

utilizadas Cromatoplacas de sílica gel 60, com indicador de fluorescência UV254, com 

0,20mm de espessura (MACHEREY – NAGEL -MN). Reagentes utilizados para as 

revelações das cromatoplacas: vapores de iodo ressublimado P.A. (CRQ), solução 

de Sulfato Cérico IV (VETEC), solução de anisaldeído sulfúrico (4-

metoxibenzaldeído) (VETEC), solução de Cloreto Férrico (VETEC), e solução de 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (SIGMA ALDRICH) e luz UV (254 e 365 nm). 
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4.1.2 Análises e Purificação em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(CLAE) 

 

Os solventes utilizados são degaseificados e ultrafiltrados, com grau 

espectroscópico (TEDIA). O equipamento utilizado (Shimadzu) possui 

Degaseificador DGU-14A, Injetor automático modelo SIL-10AF; duas Bombas do 

modelo LC 6AD, um Coletor FRC 10A, e Interface modelo SCL 10AVP. O Detector 

possui arranjo de diodos (DAD), modelo SPD-M20A. Foram utilizadas colunas 

analíticas (250 x 4,5 mm), semi- preparativas (250 x 10 mm) e pré-colunas, todas da 

marca Phenomenex, com partículas de 5 µ. As fases estacionárias utilizadas foram 

C18 (base sílica derivatizada com octadecilsilano) e Ciano (amino-propil-ciano). 

 

4.1.3 Identificação por espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear  

 

Espectros de Ressonância Magnética Nuclear foram registrados em 

espectrômetros: Varian Inova – 500 MHz para o núcleo de 1H; Bruker AC – 300 MHz 

para o núcleo de 1H e 75 MHz para o núcleo de 13C; Anasazi EFT – 60 MHz para o 

núcleo de 1H. Os deslocamento químicos foram dados em ppm, tendo como 

referência interna o tetrametilsilano (TMS) ou o próprio solvente. Os solventes 

utilizados foram CDCl3 e CD3OD.  

  

4.1.4 Espectrometria de Massas 

 

Análises em CG-EM foram obtidas em cromatógrafo à Gás (Shimadzu) 

modelo QP-2010, com coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm) acoplado à 
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espectrômetro de massas.  Método de ionização por Impacto Eletrônico (70 eV), e  

analisador quadrupolo. A biblioteca consultada para comparação dos espectros foi a 

Wiley 7®. Espectros de massas também foram obtidos em espectrômetro de 

massas UltrOTOF (Bruker Daltonics®) com ionização por electrospray (ESI) e 

analisador do tipo QqTOF (quadrupolo e tempo de voo em sequência) 

 

4.1.5  Ensaio Antioxidante 

 

Para o ensaio da atividade antioxidante, utilizam-se os reagentes: ácido 

Ascórbico P.A. (VETEC) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (SIGMA ALDRICH). 

Utilizou-se para as leituras espectrofotômetro UV-VIS (AquaMate).  

 

4.1.6 Ensaios microbiológicos 

 

Cepas de Aeromonas hydrophila (B32) foram cedidas pela Professora Dra. 

Alicia Estévez-Toranzo do grupo de Ictiopatologia da Universidade de Santiago de 

Compostela (Galícia, Espanha) e transportadas, via aérea, para Manaus, AM, onde 

se encontram preservadas a -20 ºC na Coleção de Culturas Bacterianas do 

Laboratório de Microbiologia, do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal do Amazonas – UFAM. 

Cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 12600 T), Escherichia coli (ATCC 

11775 T) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145 T) foram adquiridas da Coleção 

de Culturas Tropical, Fundação André Tosello – Campinas, SP. As cepas foram 

reativadas em meio caldo nutriente e preservadas à -80 ºC no Laboratório de 
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Bioprospecção, Coordenação de Pesquisas em Produtos Naturais, Instituto Nacional 

de Pesquisas da Amazônia – INPA. 

 

4.2.  Metodologia – Parte experimental 

 

4.2.1      Coleta e Preparação de Extratos 

 

4.2.1.1   Coleta 

 

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke/INPA, 

localizada no Km 26, rodovia AM 010, município de Manaus, AM. Exsicatas do 

material coletado foram enviadas para identificação taxonômica no Herbário da 

Coordenação de Pesquisas em Botânica do Instituto Nacional de Pesquisas da 

Amazônia – INPA. 

O material identificado foi depositado no Herbário do INPA sob o número de 

registro 230759. 

O material vegetal (galhos e folhas) de indivíduos de Casearia javitensis foi 

obtido em quatro coletas distintas. O material de cada coleta recebeu uma 

numeração diferenciada e, consequentemente, resultaram em extratos diferentes.  

A primeira coleta de Casearia javitensis foi realizada pela Dra. Cecilia 

Veronica Nunez e colaboradores, em abril de 2005 (tabela 1). Com a necessidade 

de coletar novamente o material vegetal para prosseguir os estudos, outras coletas 

foram realizadas. As informações de cada coleta estão descritas na tabela 1. 
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Tabela 1- Coletas realizadas e características do material coletado. 

 

* Para estimar a idade, considerou-se como ―adulto‖ os indivíduos com o diâmetro do caule > 12 cm 

e altura > 3 m. 

 

 

4.2.1.2. Preparo dos extratos 

 

As plantas coletadas foram secas em temperatura ambiente ou em estufa de 

circulação forçada em temperaturas inferiores a 42 oC. As partes vegetais foram 

separadas em galhos e em folhas e posteriormente moídas e pulverizadas em 

moinho de facas.  Após a pulverização, os materiais foram extraídos com 

diclorometano (DCM), metanol (MeOH) e água (H2O). O esquema geral para a 

preparação de todos os extratos está ilustrado na figura 6. Foram realizadas três 

extrações com cada solvente utilizando banho em ultrassom por 20 minutos em 

cada extração. O volume de cada solvente utilizado variou conforme a quantidade 

de material vegetal. Após o banho em ultrassom, o material foi filtrado, e o resíduo 

vegetal após as três extrações com o solvente foi seco a temperatura ambiente. 

Esse mesmo material vegetal foi extraído com os próximos solventes, em ordem 

crescente de polaridade (figura 5). Os extratos foram concentrados em 

rotaevaporador (extratos diclorometânico e metanólico) e liofilizador (extratos 

aquosos). 

Data da coleta Número do 
material 

Partes coletadas Idade* Obs. 

27/04/2005 1 Galhos e Folhas Adulto -- 

16/07/2008 2 Galhos e Folhas Jovem -- 

05/12/2008 3 Galhos e Folhas Jovem -- 

15/12/2008 4 Galhos e Folhas Adulto Florida 
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Figura 5 - Esquema geral para a preparação de extratos de Casearia javitensis. 

 

4.2.1.3 Rendimento das extrações 

 

A coleta número 1, realizada em abril de 2005, originou os extratos de 

Casearia javitensis que foram primeiramente avaliados em um estudo de 

bioprospecção realizados por este grupo de pesquisa. Os registros do laboratório de 

Bioprospecção relatam que folhas e galhos obtidos da coleta 1 foram extraídos 

conforme o padrão adotado no laboratório (figura 5), mas não descrevem a 

quantidade de material utilizado, nem o rendimento destas extrações, e apenas os 

Material coletado de 

Casearia javitensis 

MeOH 

Material Seco e 

Moído 

Resíduo 

Descartado 

Material 

Vegetal 

1) Extração com 

ultrassom (20 min.) 

2) Filtração 

3x 

3) Concentração 

3) Concentração 

DCM 

H2O 

3) Concentração 
Material 

Vegetal 

1) Extração com 

ultrassom (20 min.) 

2) Filtração 

3x 

1) Extração com 

ultrassom (20 min.) 

2) Filtração 

3x 
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extratos MeOH dos galhos e H2O das Folhas estavam presentes no Freezer de 

Armazenamento do Laboratório Bioprospecção do INPA. As outras três coletas e as 

extrações foram realizadas pela autora desta dissertação e os dados das massas e 

dos rendimentos dos extratos estão descritos na tabela 2. 

 

Tabela 2 – Rendimento das extrações de galhos e de folhas de Casearia javitensis 

Coleta/ 

Parte veg. 

Material 

seco (g) 

Extrato 

DCM (g) 

Rendim. 

DCM (%) 

Extrato 

MeOH (g) 

Rendim. 

MeOH (%) 

Extrato 

Aqu. (g) 

Cj. 2 

Galhos 
146 0,80 0,55 14,5 9,93 C* 

Cj.2  

Folhas 
330 3,60 1,90 42,4 12,84 12,3 

Cj. 3 

Galhos 
40 0,16 0,40 3,6 9,00 D* 

Cj. 3  

Folhas 
147 4,20 2,85 11,9 8,09 D* 

Cj.4 

Galhos 
350 4,80 1,37 19,4 5,54 D* 

Cj. 4 

Folhas 
400 12,6 3,15 31,9 7,9 D* 

C* - Extrato contaminado por fungos; D* - Extrato ainda não concentrado totalmente. 

 

 

4.2.2 Análises cromatográficas, fracionamento e identificação dos 

metabólitos presentes nos extratos 

 

 

4.2.2.1 Análise cromatográfica dos extratos DCM 

 

Análise por CCDC de Extratos DCM: foram aplicados 0,125 mg de cada 

extrato nas cromatoplacas, utilizando um capilar de vidro, que foram eluídas com 

Hexano/AcOEt (8:2 v/v). A revelação das cromatoplacas empregou a luz ultravioleta 
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(254 nm e 365nm), iodo ressublimado, sulfato cérico, cloreto férrico, cloreto de 

alumínio,anisaldeído sulfúrico e Dragendorff.  

 

Análise por CG-EM de Extratos DCM:  A análise cromatográfica por CG-EM 

foi feita no Laboratório de Química Orgânica, Departamento de Física e Química, da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas – USP/Ribeirão Preto. As especificações do 

equipamento estão na seção 4.1.3. A temperatura da coluna variou de 100 a 290°C, 

a 6,3°C min
-1

. As temperaturas do injetor e detector foram de 250°C e 280°C, 

respectivamente e o fluxo da coluna foi de 1,2 mL/min. O índice de retenção relativa 

foi obtido aplicando 5-α-colestano nas amostras analisadas, como padrão de 

referência.  

Os esteroides utilizados na amostra-padrão foram o campesterol, o 

estigmaesterol e o sitosterol. Para a análise de triterpenos, foram utilizadas três 

amostras-padrão distintas. A primeira consistia em uma mistura de taraxerona, 

epitaraxerol, taraxerol, β-amirina, α-amirina, lupeol, β-friedelanol e friedelina. A 

segunda amostra-padrão possuía os triterpenos β-amirina, α-amirina, lupeol, 

psedotaraxasterol e taraxasterol. Uma amostra-padrão de triterpenos acetilados 

também foi utilizada, possuindo o acetato de taraxerol, de β-amirina, de α-amirina, 

de lupeol, de baurenila, de psedotaraxasterol, e de β-friedelanol. 

 

4.2.2.2 Fracionamento cromatográfico do extrato Cj.2-Galhos-DCM e 

identificação dos constituintes 

 

Em vista da pequena quantidade deste extrato, não foi realizada a partição 

deste material. O extrato bruto (0,72 g) foi submetido à coluna cromatográfica 



37 
 

aberta, altura de 72 x 2 cm, utilizando sílica gel 60 como fase estacionária e fase 

móvel um gradiente de Hex/DCM, DCM/AcOET e AcOET/MeOH (figura 6). Foram 

recolhidas 86 frações, que após a análise por CCDC foram reunidas e resultaram 

em 44 frações finais.  

A fração de número 10 foi submetida à recristalização com acetona à quente, 

e os cristais (6,4mg) e a água-mãe (13,5 mg) foram analisados por RMN para o 

núcleo de 1H (cristais em 300 MHz, e água-mãe em 60 MHz) e por CG-EM (mesmas 

condições da seção 4.2.2.1). O esquema do fracionamento está ilustrado na figura 7. 

Após análise por CCDC, as frações 8-9 (35,5 mg), 27-29 (48,2 mg), 30-32 

(28,3 mg), 33-37 (33,7 mg), 50-53 (13,3 mg), e 62-65 (32,4 mg) foram analisadas por 

CG-EM, nas mesmas condições da seção 4.2.2.1, e por RMN de 1H (60 MHz).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Esquema do fracionamento cromatográfico do extrato Cj.2.Galhos-DCM 
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EXTRATO Cj.2GALHOS-DCM 
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4.2.2.3       Análise cromatográfica dos extratos MeOH 

 

Análise por CCDC de Extratos MeOH: aplicou-se 0,125 mg de cada extrato 

nas cromatoplacas, que foram eluídas com AcOEt/MeOH (8:2 v/v). A revelação das 

cromatoplacas empregou a luz ultravioleta (comprimento de onda de 254 nm e 365 

nm), iodo ressublimado, sulfato cérico IV, cloreto férrico, cloreto de alumínio, 

anisaldeído sulfúrico e Dragendorff.  

Essa metodologia também foi utilizada para a determinação dos 

procedimentos para o fracionamento e para a análise das frações obtidas colunas 

cromatográficas. 

 

4.2.2.4 Partição dos extratos MeOH 

 

Para realizar as partições, uma determinada quantidade de extrato foi 

solubilizada em H2O:MeOH (9:1) e extraído três vezes com cada um dos solventes 

utilizados na partição. As partições foram realizadas com Hexano, DCM, AcOEt e n - 

BuOH. O volume de solvente utilizado variou conforme a massa do extrato 

submetido à partição, utilizando a proporção 1 g: 30 mL (m/v). Este procedimento 

permitiu uma separação preliminar dos constituintes químicos para facilitar o seu 

posterior fracionamento cromatográfico (figuras 7 - 9). 

Os extratos submetidos à partição e as massas das fases obtidas estão 

descritas na tabela 3. 
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Tabela 3 - Massas das fases obtidas das partições dos extratos. 

 

Extrato 

Material 
submetido 
à partição 

(g) 

Fase 
Hexano (g) 

Fase 
DCM (g) 

Fase 
AcOEt 

(g) 

Fase 
BuOH 

(g) 

Fase 
H2O:MeOH 

(g) 

Cj.1.Galhos 
MeOH 

5 g --* 0,4 0,4 2,2 1,9 

Cj.3.Folhas 
MeOH 

5 g 0,4 0,05 0,5 0,7 2,9 

* Não foi submetido à partição com Hexano. 

 

 

4.2.2.5 Fracionamento do extrato Cj.1 – Galhos – MeOH  

 

Fracionamento da Fase DCM do extrato Cj.1.Galhos.MeOH: a fase DCM 

obtida da partição (0,4 g) foi submetida a uma coluna cromatográfica aberta, 

utilizando sílica gel como fase estacionária e eluição com gradiente de Hex/Acetona 

e Acetona/MeOH. Foram recolhidas 79 frações, que após a análise em CCDC, foram 

reunidas e resultaram em 20 frações finais. Destas, as três frações com maiores 

massas, 2-3, 8-12 e 40-47, foram submetidas a novas colunas cromatográficas, 

como ilustrado na figura 7. 

 Fracionamento da fração Cj.1.1.2-3 :a fração (90 mg) foi submetida a uma 

coluna cromatografia aberta, 23 X 0,8 cm, recheada com sílica gel 60 como fase 

estacionária e um gradiente de eluição de Hex/DCM e DCM/MeOH. 

 Fracionamento da fração Cj.1.1.8-12: a fração (102 mg) fracionada em 

coluna cromatográfica aberta, 25 x 0,8 cm, com sílica gel como FE e eluição com um 

gradiente de Hex/AcOET e AcOEt/MeOH. A fração [4] (3,2 mg) foi analisada também 

por CG-EM. 
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Fracionamento da fração Cj.1.1.40-47: a amostra (180 mg) foi fracionada 

em CC, 27 X 1,5 cm, empacotada com Florisil e eluição de Hex/AcOEt, 

AcOEt/MeOH e MeOH 100%. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Esquema do fracionamento cromatográfico da Fase DCM do extrato Cj.1 

Galhos-MeOH. 
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Fracionamento da Fase AcOEt do extrato Cj.1.Galhos.MeOH:a fase AcOET 

obtida da partição (0,4 g) foi submetida ao fracionamento por cromatografia em 

coluna aberta (CC), altura de 25,5 x 1,0 cm, utilizou fase estacionária (FE) sílica gel, 

e um gradiente de eluição com AcOEt/MeOH e MeOH/H2O (figura 8). Quatro frações 

obtidas que apresentaram maior massa foram purificadas em CLAE, como mostrado 

na figura 9. Estas quatro amostras foram dissolvidas em MeOH e H2O para obter a 

concentração de 60 mg/mL, e após foram filtradas em filtro com membrana de 0,45 

µm, e injetadas no cromatógrafo. 

Purificação da fração Cj.1.4.4-9: A amostra (76 mg) (figura 8) foi purificada 

utilizando coluna Semi-preparativa Ciano (Phenomenex), 250 x 10 mm, com volume 

de injeção de 45 µL,  e fluxo de 5 mL/min. Gradiente H2O/MeOH. T (min) – 

Concentração MeOH (%): 0´- 40%; 5´ - 40%; 8´- 70%; 18´ 70%; 21´- 100%; 26 ´ - 

100%. 

Purificação da fração Cj.1.4.10: A amostra (39 mg) (figura 8) foi purificada 

utilizando coluna Semi-preparativa C-18 (Phenomenex), 250 x10 mm, com volume 

de injeção de 45 µL e fluxo de 5 mL/min. Gradiente H2O/MeOH.T (min) – 

Concentração MeOH (%): 0´ - 50%; 5´ - 50%; 8´- 65%; 15´- 65%; 19´- 100%; 24 ´ - 

100%. 

Purificação da fração Cj.1.4.11-13: A fração (60 mg) (figura 8) foi purificada 

em coluna Semi-preparativa Ciano (Phenomenex), 250 x 10 mm, com volume de 

injeção de 45 µL e fluxo de 5 mL/min. Gradiente H2O/MeOH. T (min) – Concentração 

MeOH (%): 0´ - 40%; 5´ - 40%; 8´- 70%; 18´- 70%; 21´- 100%; 26 ´ - 100%. 

Purificação da fração Cj.1.4.15 -18: (42 mg) (figura 8) foi purificada em coluna 

Semi-prep. Ciano (Phenomenex), 250 x10 mm, volume de injeção de 45 µL e fluxo 
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de 5 mL/min. Gradiente H2O/MeOH. T (min) – Concentração MeOH (%): 0´ - 35%; 8´ 

- 35%; 13´- 60%; 28´- 60%; 33´- 90%; 38 ´ - 90%. 

Espectros de RMN 1H (500 MHz) foram obtidos para as amostras coletadas. 

As amostras 4.10.3 e 4.10.4 foram analisadas também por RMN de 13C (75 MHz), e 

RMN bidimensional (HMQC) e por IES-EM-TOF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Esquema do fracionamento cromatográfico da Fase AcOEt do extrato 

Cj.1-Galhos-MeOH. 
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Fracionamento da Fase n-BuOH do extrato Cj.1.Galhos.MeOH: Uma amostra 

(1,0 g) da fase BuOH foi fracionada em coluna cromatográfica por exclusão, 45 x 1,5 

cm, utilizando a fase estacionária Sephadex LH-20. A eluição utilizou primeiramente 

condição isocrática de MeOH 100 % (500 mL). Em função de algumas substâncias 

ficarem retidas na fase estacionária, aplicou-se a eluição gradiente de uma mistura 

de MeOH/CHCl3 e CHCl3 100%, como mostrado na figura 9. 

As análises por CCDC das frações foram realizadas utilizando, além das 

cromatoplacas de sílica, cromatoplacas com fase estacionária Celulose F (Merk), e 

eluição com a fase BuOH:EtOH:H2O  4:1:2,2 (v/v/v).  

As frações 3, 4-5, 6, 8-11, 12-15 e 16 foram submetidas à análise por CLAE e 

RMN de 1H (60 MHz).  Para as análises em CLAE, estas amostras foram dissolvidas 

em MeOH/H2O para obter a concentração de 60 mg/mL, filtradas em filtro de seringa 

de com membrana PTFE de 0,45 µm, e injetadas no cromatógrafo. As análises 

utilizaram coluna analítica C18 (Phenomenex), 250 x 4,6 mm, pré-coluna C18, com 

volume de injeção de 1 µL e fluxo de 1 mL/min. Gradiente utilizado: H2O/MeOH. T 

(min) – Concentração MeOH (%): 0´ - 40%; 10´ - 70%; 15´- 70%; 20´- 100%.  

 

Purificação da fração Cj.1.5.12-15: O fracionamento da amostra (45 mg) 

ocorreu em coluna cromatográfica aberta, 26 x 1,0 cm, utilizando como fase 

estacionária Poliamida 6 e como fase móvel um gradiente de H2O/MeOH em modo 

reverso de eluição. Foram coletas 130 frações, que após a análise em CCDC foram 

reunidas resultando em 15 frações. As frações foram analisadas por CCDC. A fração 

95-129 foi analisada também por RMN de 1H (300 MHz). 

As frações 16-32, 38-57, 75-88 e 95-129 foram analisadas também por CLAE. 

As amostras foram diluídas, filtradas e analisadas nas mesmas condições das 
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frações 3, 4-5, 6, 8-11, 12-15 e 16, oriundas do fracionamento em coluna Sephadex 

LH-20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Esquema do fracionamento cromatográfico da Fase n-BuOH do extrato 

Cj.1-Galhos-MeOH 
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4.2.3 Ensaios Biológicos 

 

4.2.3.1 Determinação da atividade antimicrobiana 

 

Os testes de atividade antimicrobiana dos extratos e frações foram realizados 

segundo a metodologia de difusão em ágar, técnica cavidade-placa, descrita por Hu 

e colaboradores (2004). Os micro-organismos testados foram Staphylococcus 

aureus (ATCC 12600), Escherichia coli (ATCC 11775), Pseudomonas aeruginosa 

(ATCC 10145) e Aeromonas hydrophila (B32).  Os micro-organimos foram 

inoculados em placas de Petri, contendo meio de cultura sólido Mueller-Hinton, 

através da técnica de ―spread-plate‖. Foram feitas incisões circulares com o diâmetro 

de 6,0 mm no meio de cultura, e em seguida, foi adicionado nas cavidades os 

extratos ou as fases das partições, nas concentrações estabelecidas para cada 

microrganismo. Foi utilizado como controle negativo de atividade antimicrobiana o 

solvente DMSO, no qual foram solubilizados os extratos e as fases das partições. 

Como controle positivo, foi utilizado o antibiótico oxitetraciclina. Após a adição dos 

extratos ou das fases, do antibiótico e do controle negativo, as placas foram 

incubadas em estufa po 24 horas. A temperatura de incubação para E. coli, S. 

aureus e P. aeruginosa utilizada foi 37 oC, e para A. hydrophila foi 30 oC.  

Ao final do período de incubação, verificou-se que havia halos de inibição de 

crescimento e em caso de atividade positiva, a verificação do diâmetro do halo foi 

feito com o auxílio de uma régua.  
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4.2.3.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Mínima Bactericida (CMB) para Aeromonas hydrophila 

 

Concentração Inibitória Mínima (CIM): a determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) foi realizada em meio líquido, através da técnica de macro-

diluição. Para isto, foram feitas diluições sucessivas dos extratos (64 mg/mL até 

0,065 mg/mL) em tubos de ensaio contendo o meio líquido de crescimento (Müeller-

Hinton). Em seguida, foi inoculado microrganismo-teste, Aeromonas hydrophila, e os 

tubos foram incubados a 30 oC por um período de 18 a 24 horas. Foi considerado o 

valor de CIM a menor concentração do extrato onde não houve crescimento 

bacteriano visível. 

Foram determinados a CIM dos extratos Cj.1-Galhos-MeOH, Cj.3-Galhos-

MeOH e Cj.3-Folhas-MeOH. 

Concentração Mínima Bactericida (CMB): Os tubos incubados para 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em meio líquido foram 

utilizados para determinação da CMB. Uma alíquota (100 L) de cada concentração 

(a partir da CIM) foi inoculada em placas de Ágar Müeller-Hinton e posteriormente 

incubadas a 30 oC por um período de 18 a 24 horas. Foi considerada como CBM a 

menor concentração do extrato onde não houve crescimento celular sobre a 

superfície do ágar inoculado (99,9 % de morte microbiana). 

Foram determinados a CMB dos extratos Cj.1-Galhos-MeOH, Cj.3-Galhos-

MeOH e Cj.3-Folhas-MeOH. 
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4.2.3.3 Teste de citotoxicidade utilizando Artemia salina 

 

Para o teste, foi utilizado como meio de crescimento 1 L de solução salina 

3,8 % (m/v) onde foram adicionados 10 mg de cistos de Artemia salina para a 

eclosão. As condições de crescimento utilizadas para a eclosão dos ovos foram: 

temperatura de 25 a 28 oC, e iluminação constante com lâmpada fluorescente, 

durante 48 horas. Após o período de eclosão, as larvas foram repassadas para 

placas de 24 poços, sendo distribuídas 10 larvas de Artemia salina para cada poço. 

Em cada placa, há o controle do meio salino, realizado em triplicata, o controle do 

solvente utilizado, também realizado em triplicata e os poços que foram 

adicionados o extrato a ser testado, também em triplicata. Os extratos foram 

adicionados nos poços do teste, na concentração inicial de 1000 µg/mL. As placas 

com as larvas de A. salina foram mantidas por 24 horas sob iluminação de lâmpada 

fluorescente. Após esse período, foram avaliados o número de larvas 

sobreviventes, tanto nos poços de controles quanto no teste. Após o teste dos 

extratos na concentração de 1000 µg/mL, as amostras que apresentaram acima de 

50% de mortalidade das larvas, foram consideradas como citotóxicas, e foram 

testados novamente em concentrações menores para determinar a CL50. 

 

 

4.2.3.4 Ensaio antioxidante - metodologia empregando o DPPH  

 

A avaliação do potencial antioxidante foi realizado segundo metodologia de 

Brand-Wiliams e colaboradores (1995) modificada. O método de avaliação da 

atividade antioxidante empregando o DPPH é baseado na captura do radical DPPH 
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(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por substâncias antioxidantes, ocorrendo uma diminuição 

na absorção da luz no comprimento de onda de 517 nm.  

A metodologia utilizada empregou a comparação da variação da absorbância 

do DPPH na presença dos extratos com a variação da absorbância do DPPH em 

diferentes concentrações do ácido ascórbico. 

Para a determinação da curva da absorbância do DPPH na presença do ácido 

ascórbico foram utilizadas 10 µL das concentrações de 0; 22; 44; 88; 132 e 136 

µg.mL-1 de ácido ascórbico, nas quais foram adicionados 990 µL solução de DPPH 

na concentração de 0,28 mg.mL-1. A absorbância em 517 nm destas soluções foi 

medida em espectrofotômetro logo após a adição do DPPH e após 30 minutos da 

adição. A variação da absorbância foi determinada e utilizada para o cálculo de 

parâmetros da regressão linear da curva do ácido ascórbico. 

Após a obtenção da curva de calibração e calculada a sua linearidade, foram 

adicionados 10 µL de uma solução dos extratos na concentração de 0,5 mg.mL-1 nas 

soluções de 990 µL DPPH• (0,28 mg.mL-1) em triplicata. Foi realizada a leitura da 

absorbância (517 nm) no espectrofotômetro das soluções logo após a adição de 

DPPH, e após 30 minutos de reação, a leitura foi realizada novamente. A variação 

da absorbância dos extratos é comparada com o ácido ascórbico para a avaliação 

quantitativa do potencial antioxidante. Para calcular a equivalência do potencial 

antioxidante dos extratos, foi utilizada a seguinte equação: 

 

[AA] Equivalente= ( |ΔABS| - a) / b 

Sendo: 

a = coeficiente linear da curva de ácido ascórbico 

b = coeficiente angular da curva de ácido ascórbico 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

5.1    Análises cromatográficas e identificação dos constituintes dos extratos 

DCM 

 

5.1.1 Análise dos extratos DCM por Cromatografia em Camada Delgada 

Comparativa (CCDC) 

  

Analisando as cromatoplacas reveladas (figura 10, pág. 50), observa-se uma 

diferença significativa entre os perfis dos extratos dos galhos e os extratos das 

folhas. Em destaque, a presença da mancha azul (Rf = 0,49) fluorescente sob luz UV 

365 nm que somente aparece nos extratos dos galhos, porém a concentração 

parece ser menor nos indivíduos jovens (figura 9 – III). Outra mancha que apenas 

aparece nas amostras dos galhos possui Rf = 0,27 reveladas com sulfato cérico 

(figura 10 – IV), que pode ser indicativo de terpenos, devido à cor avermelhada que 

aparece após o aquecimento da cromatoplaca.  

A revelação química com cloreto férrico, o qual revela substâncias fenólicas, 

sugere que os extratos DCM possuam uma baixa quantidade desse grupo de 

metabólitos (figura 10 – V). 

A revelação com anisaldeído sulfúrico mostrou que os extratos possuem uma 

complexidade de substâncias, porém, como esse revelador é universal (não revela 

um grupo específico de metabólitos), não é possível inferir sobre as classes de 

metabólitos presentes (figura 10 – VI). 
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Figura 10 - Análise por CCDC dos extratos DCM. Eluição em Hex/AcOEt (8:2) 

I – Luz visível ; II-UV 254 nm ; III – UV 365 nm; IV – sulfato cérico; V – cloreto férrico; 

VI-  anisaldeído sulfúrico.G – Galho. F – Folha. 
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5.1.2   Análise dos extratos DCM por CG-EM 

 

 A análise por Cromatografia à Gás acoplada a Espectrômetro de Massas 

permitiu uma identificação mais precisa das diferenças dos extratos DCM em sua 

constituição química (apêndices 1 a 5, pag 105 - 107). Para a identificação dos 

metabólitos, foram comparados os espectros de massas com as bibliotecas, e a 

retenção relativa com amostras-padrão. Para calcular a retenção relativa, as 

amostras dos extratos e as amostras-padrão foram injetadas no aparelho juntamente 

com padrão interno (5-α-colestano), o qual foi adicionado a cada corrida 

cromatográfica. A abundância relativa também foi calculada. 

 As retenções relativas das substâncias presentes nas amostras-padrão e das 

presentes nos extratos estão apresentadas na tabela 4. 

Os metabólitos encontrados nos extratos DCM dos galhos e das folhas de 

indivíduos de Casearia javitensis coletados na Reserva Ducke, e suas abundâncias 

relativas, estão descritos na tabela 5. 

Entre os metabólitos identificados, esteroides, como o β-sitosterol destacam-

se com uma abundância alta nos extratos, principalmente nos extratos dos galhos 

(tabela 5). O sitosterol é o esteroide mais amplamente distribuído no reino vegetal 

(SILVA, 1997)  e sua ocorrência já havia sido relatada em espécies de Casearia. 
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Tabela 4 - Retenções relativas e Pico base de esteróides e triterpenos das 

amostras-padrão 

Retenções Relativas das substâncias das amostras-padrão  

Metabólitos RR Base m/z    

Campesterol 1,148 43    

Estigmasterol 1,158 55    

Sitosterol 1,183 43    

Taraxerona 1,178 133    

Epitaraxerol 1,186 204    

Taraxerol 1,192 204    

β-amirina 1,199 218    

α - amirina 1,220 218    

Lupeol 1,221 95    

β- friedelanol 1,279 95    

Friedelina 1,290 69    

Acetato de Taraxerol 1,229 43    

Acetato de β-amirina 1,239 218    

Acetato de  α - amirina 1,262 44    

Acetato de lupeol 1,264 43    

Acetato de baurenila 1,307 43    

Acetato de pseudotaraxasterol 1,313 189    

Acetato de taraxasterol 1,318 43    

Acetato de β- friedelanol 1,333 95    
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O triterpeno friedelina foi detectado apenas nos extratos dos galhos, o que 

corrobora com a análise por CCDC com revelação em sulfato cérico (figura 10-IV), 

sugerindo que as manchas reveladas possam ser devido a este triterpeno. A 

friedelina já havia sido encontrada em espécies do gênero Casearia 

(GUNASEKERA, 1977; CHANG, 2003). 

Outro metabólito detectado apenas nos extratos dos galhos é o esteroide 

Campesterol, que também é amplamente encontrado em extratos vegetais. 

 

Tabela 5 - Metabólitos presentes nos extratos DCM e identificados por CG-EM 

Abundância Relativa dos Metabólitos nos Extratos DCM (%) 

Metabólitos Cj.2.Folhas Cj.3.Folhas Cj.3.Galhos Cj.4.Folhas Cj.4.Galhos 

Alcanos e Ácidos 
graxos 

75,15 60,40 30,01 57,59 36,89 

Campesterol -- -- 3,07 -- 2,05 

β-Sitosterol 6,96 8,52 43,46 15,82 44,74 

Friedelina -- -- 1,06 -- 0,59 

Tocoferois 8,16 11,83 4,22 21,28 1,81 

Metabólitos não 
identificados 

9,69 19,25 18,18 5,3 13,92 

Total 99,96 100 100 99,99 100 

 

 Os extratos de galhos e folhas obtidos de um indivíduo jovem (Cj.3) 

apresentaram a maior porcentagem de metabólitos não identificados, sendo que os 

espectros de massas da maior parte das substâncias não identificadas sugeria a 

presença de esteroides. Para uma identificação dos mesmos, seria necessária a co-

injeção de padrões dos esteroides sugeridos pela análise dos espectros de massas.  
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5.1.3   Isolamento e identificação de Esteroides do extrato Cj.2-Galhos-DCM 

 

 Fração Cj.2.GD.1.10: esta fração apresentou indício da presença de 

esteroides ou triterpenos por CCDC, pois quando revelada com anisaldeído sulfúrico 

apresentou coloração violeta. Após a recristalização, os cristais e água-mãe foram 

analisados por RMN e Espectrometria de Massas (apêndices 06 a 10, páginas 107 a 

110).  

O espectro de RMN de 1H dos cristais (6,4 mg) foi realizado em espectrômetro 

de 300 MHz, e os sinais observados são característicos de esteroides quando 

comparados com os dados da literatura: singleto em 0,68 ppm (grupo metílico C18), 

vários sinais entre 0,7 e 1,08 ppm (grupos metílicos), vários sinais entre 1,08 e 2,08 

ppm (grupos metilênicos), multipleto em 3,4 (H ligado ao carbono 3), dubleto em 5,4 

ppm (H ligado ao carbono 6) (NUNEZ, 1996).  

A análise por CG-EM mostrou que o esteroide estava purificado. A retenção 

relativa da amostra (1,184) foi calculada aplicando o padrão (5-α-colestano) na 

fração e na amostra-padrão, e o valor foi o mesmo para a fração e para o β-sitosterol 

da amostra-padrão. O espectro de massas da fração também mostrou-se similar ao 

do β-sitosterol.  
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O espectro de RMN de 1H da fração água-mãe (13,5 mg) foi realizado em 

espectrômetro de 60 MHz, e mostrou os mesmos sinais presentes no espectro dos 

cristais. Porém, o sinal em 1,25 ppm mostrou-se bastante intenso em proporção aos 

sinais dos esteroides, sugerindo a presença de cadeias alifáticas longas de alcanos 

ou ácidos graxos na amostra. As análises por CG-EM mostraram que a fração água-

mãe consistia em uma mistura de campesterol (4,1 %), estigmasterol (0,68 %) e β-

sitosterol (83 %), além de um esteroide sugerido por EM como sendo a sitostenona 

(4,31%).  

As retenções relativas foram calculadas empregando a injeção do padrão 

interno (5-α-colestano) na fração e na amostra-padrão. As retenções relativas 

encontradas para o campesterol (1,151), estigmasterol (1,161) e β-sitosterol (1,185) 

da amostra correspondem ao mesmo valor das retenções relativas da amostra-

padrão destes esteróides.  

 

Fração Cj.2.GD.1.8-9: Mostrou a presença de β-sitosterol (76,68 %) e 

campesterol (3,54 %). A retenção relativa calculada para o β-sitosterol (1,189) foi 

aproximada da amostra padrão (1,185) e o espectro de massas apresentou também 

similaridade com o padrão (apêndice 11, página 109). A retenção relativa calculada 

do campesterol encontrado na fração (1,151) foi similar à retenção relativa ao 

campesterol da amostra-padrão, e o espectro de massas também possui 

similaridade com este esteroide.  

 

Fração Cj.2.GD.1.30-32: A análise por CG-MS (apêndice 12 página 110) 

mostrou a presença do β-sitosterol, verificado pela similaridade da retenção relativa 

com o padrão e pela similaridade dos espectros de massas. Este esteroide está 
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presente em uma abundância relativa inferior à 1 %. O espectro de massas indica 

que a substância mais abundante na fração, cerca de 60 %, seja o ácido palmítico. 

No espectro de RMN de 1H, o sinal bastante intenso em 1,25 ppm indica a presença 

de substâncias com cadeia alifática longa, e que pode ser atribuído à do ácido 

palmítico. 

 

Fração Cj.2.GD.1.33-37: além da presença do β-sitosterol (12,2 %), mostra a 

presença de uma substância com pico base de 43 m/z (22,15 %) e outra substância 

com pico base de 174 m/z (19,84 %), as quais não foram identificadas (apêndice 14 

e 15, página 111). Os sinais do espectro de 1H mostram, além dos sinais 

característicos de esteroides, um singleto em 6,1 ppm, o que pode indicar a 

presença de substâncias com ligações duplas.  

 

Fração Cj.2.GD.1.50-53: Observa-se o espectro de RMN de 1H (apêndice 17, 

página 112), o sinal bastante intenso em 1,25 ppm indica a presença de substâncias 

com cadeia alifática longa, e sinais menos intensos, como singleto em 0,68 ppm, e 

sinais entre 0,87 e 0,97 ppm, o que pode ser indicativo da presença de esteróides. 

As análises por CG-EM (apêndice 16, página 112) mostraram a presença do β-

sitosterol (13,5 %) e outros metabólitos não identificados. 

Fração Cj.2.GD.1.62-65: As análises por CG-EM (apêndice 18, página 113) 

apontam a presença de β-sitosterol em mais de 50 %, além de estigmasterol (3 %).  
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5.2     Análises cromatográficas e identificação dos constituintes dos extratos 

MeOH 

 

5.2.1 Análise dos extratos MeOH por CCDC 

 

As cromatoplacas referente às análises dos extratos MeOH revelados com 

diferentes reagentes estão ilustradas na figura 11 (p. 58). As análises por CCDC 

mostraram que todos os extratos metanólicos preparados apresentam substâncias 

com polaridades bastante distintas. Esse fato pode ser observado na figura 13, onde 

diferentes revelações mostram a presença de manchas com Rf próximos a 1,0 e 

manchas que ficaram totalmente retidas na origem (Rf próximo a zero) quando 

eluídas com AcOEt/MeOH 8:2. 

Assim como as análises dos extratos DCM, os extratos metanólicos de galhos 

diferem dos extratos de folhas, mas também aparecem manchas diferenciadas entre 

extratos do mesmo órgão vegetal. Como exemplo, a mancha amarelada com Rf 

0,92, que aparece no extrato dos galhos Cj.4, quando revelado em luz UV 365 nm 

(figura 11 – III). 

A figura 11 – V mostra que há uma maior concentração de substâncias 

fenólicas nos extratos metanólicos, porém a maior concentração permaneceu retida 

na origem. 

O extrato metanólico dos galhos coletado na primeira coleta também 

apresenta um perfil bem diferenciado. Tal fato pode ser explicado pela diferença na 

época do ano das coletas que há entre a primeira coleta (realizada em abril de 2005) 

e as últimas três coletas (realizadas em julho e dezembro de 2008).  
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Figura 11 - Análise por CCDC dos extratos MeOH. Eluídas em AcOEt/MeOH (8:2)I – 

Luz visível ; II- UV 254 nm ; III – UV 365 nm; IV – sulfato cérico; V – 

cloreto férrico ; VI -  anisaldeído sulfúrico. G – Galho F – Folha.  
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5.2.2.     Fracionamento do Extrato Cj.1-Galhos-MeOH 

 

5.2.2.1    Fracionamento da fase DCM da partição 

  

 A partir de análises em CCDC, o sistema de eluição e a fase estacionária 

foram determinados para a realização do fracionamento da fase DCM dos galhos. 

Após o fracionamento em coluna cromatográfica e a análise das frações obtidas 

(figura 8, pag. 40), constatou-se que nenhuma fração da coluna cromatográfica 

apresentou substâncias purificadas. Assim, as frações com maior massa foram 

novamente analisadas em CCDC para a escolha de um novo sistema de 

fracionamento.   

As análises em CCDC com a revelação em sulfato cérico sugerem a presença 

de substâncias apolares, como terpenos e esteróides, nas frações obtidas (figura 

12). Porém, com essas análises apenas não é possível determinar precisamente os 

grupos de metabólitos presentes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Análise por CCDC das frações obtidas da coluna cromatográfica da 

partição DCM, eluídas com Hexano/Acetona (1:1) e reveladas com 

sulfato cérico. 
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 Fracionamento da fração Cj.1.GM1.2-3: Após a verificação da massa e 

análise por CCDC das frações obtidas constatou-se que todas as frações possuíam 

uma massa diminuta e as mesmas estavam na forma de misturas, o que inviabiliza 

outras etapas para o fracionamento.  

 Fracionamento da fração Cj.1.GM1.8-12: Após a análise por CCDC das 

frações obtidas, foi verificado uma evidência de triterpenos na fração 4, pois 

apresentava uma coloração avermelhada no sulfato cérico. A fração 4 foi analisada 

por CG-EM (apêndice 42, página 125), e mostrou a presença majoritária (68 %) na 

fração do triterpeno β-friedelanol. A identificação ocorreu pela comparação com 

padrão (RR da amostra = 1,270) e pela análise da fragmentação no espectro de EM, 

que possuíam 92% de similaridade com o triterpeno.  

 

 

 

 

 

 

                                                 β-friedelanol 

 

 

Fracionamento da fração Cj.1.GM1.40-47: As frações obtidas foram 

analisadas por CCDC e mostravam várias manchas indicando que não estavam 

purificadas. 

 

 

OH

H H



61 
 

5.2.2.2   Fracionamento da fase AcOEt da partição 

 

As frações obtidas da coluna cromatográfica para realizar o fracionamento da 

fase AcOEt que possuíam manchas com coloração intensa em anisaldeído sulfúrico, 

cloreto férrico e sulfato cérico (figura 13) e também possuíam as maiores massas, 

foram purificadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. 

As frações purificadas foram Cj.1GM4: 4-9; 10; 11-13 e 14-18, e a análise 

prévia dessas frações por CCDC estão ilustradas na figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Análise por CCDC das frações obtidas da coluna cromatográfica da 

partição AcOEt. Eluição com AcOEt/MeOH/H2O (8,5:1:0,5) reveladas 

com A – Anisaldeído; B – Cloreto férrico; C – sulfato cérico. 

 

 As frações obtidas a partir da purificação em CLAE foram analisadas por 

RMN de 1H, sendo que até o momento, os dados obtidos não permitiram uma 

completa determinação estrutural das substâncias isoladas. Os dados 

espectroscópicos e espectrométricos disponíveis até o momento das substâncias 

mais promissoras para a determinação estrutural foram analisados nesta 

dissertação. 

 

A B C 

[4-9] [10] [11-13] [14-18] 

[4-9] [10] [11-13] [14-18] 
[4-9] [10] [11-13] [14-18] 
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Substâncias isoladas de Cj.1.GM.4_[4-9] 

 

As substâncias 4.4-9.3 (5,6 mg), e 4.4-9.5 (2,7 mg) (figura 8, pag. 42) foram 

analisadas por RMN, e os sinais do espectro de 1H estão na tabela 6. 

O espectro de RMN de 1H de 4.4-9.3 (apêndice 19, pag. 113) mostra um 

dubleto em δ 0,94 com J = 6,5 (figura 15), integrando para 3 hidrogênios, além de 

absorções entre 3 e 4 ppm (fugura 15) e um dubleto em 5 ppm, com J = 1,5 e 

integral para 1 H (tabela 6). Estas informações sugerem a presença do açúcar 

ramnose na substância, de acordo com dados da literatura (LEE et al., 2003). Os 

dubletos em δ 6,91, 7,30, com J = 8,5 Hz sugere o acoplamento em orto de 

hidrogênios aromáticos (figura 14). Os dubletos em δ 7,34 acopla com o duplo 

dubleto em 7,30 ppm, com J = 2 Hz, o que sugere acoplamento em meta destes 

hidrogênios. Assim, as informações sugerem que a substância consista em um anel 

benzênico com três substituições, sendo uma delas o açúcar ramnose. 

 

 

 

 

 

 

                Padrão de substituição do anel                    Ramnose 
                      benzênico de 4.4-9.3                 
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Figura 14 – Expansões da região de 6,8 a 7,5 ppm, espectro de 1H de 4.4-9.3  (500 

MHz, CD3OD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Expansões da região de 0,8 a 5,4 ppm, espectro de 1H de 4.4-9.3 (500 

MHz, CD3OD). 

 

O espectro de RMN de 1H de 4.4-9.5 (apêndice 20, pag. 114) também mostra 

sinais que sugerem a presença de ramnose, como um dubleto em δ 0,91 com J = 6 

Hz, além de absorções entre 3 e 4 ppm e um dubleto em 5,36 ppm, com J = 1,5. As 
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integrais dos sinais do CH3 da ramnose e do hidrogênio ligado ao carbono 

anomérico em 5,36 ppm (tabela 6) sugerem a presença de duas moléculas de 

ramnose na substância. Os dubletos em δ 6,93 e 7,75 com J = 8,5 e 9,0 Hz sugerem 

o acoplamento em orto de hidrogênios aromáticos (figura 16), e a integração para 

dois hidrogênios, sugere um anel aromático para – substituído.  

 

 

 

 

 

                    Padrão de substituição do anel benzênico de 4.4-9.5 

 

Figura 16 - Expansões da região de 6,8 a 7,9 ppm, espectro de 1H de 4.4-9.5 (500 

MHz, CD3OD). 
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Tabela 6 - Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN de 1H das 

frações 4.4-9.3 e 4.4-9.5, em CD3OD, 500 MHz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Substâncias isoladas de Cj.1.GM.4.10: 

 

 O espectro de massas de 4.10.3 (apêndice 24, página 116) apresenta o íon 

quasi molecular [M–H]- de 579,14 m/z, realizado por IES-EM no modo negativo.  

Fragmentações realizadas por IES-EM no modo positivo mostraram o íon molecular 

sodiado [M + Na]+ 603,14 m/z e fragmento principal de 325,13 m/z. O espectro de 

UV desta fração mostrou bandas de absorção máxima em 228, 260 e 350 nm.  

 Os dados do RMN de 1H de 4.10.3 (apêndice 21, página 114) apontam a 

presença da ramnose na substância, devido ao sinal em 1,02 ppm com J = 6 Hz, e 

integral de 3 hidrogênios (figura 18), e o sinal do hidrogênio do carbono anomérico 

como um dubleto em 5,35 ppm, além de outros sinais entre 3 – 4 ppm. O espectro 

de RMN de 13C (apêndice 22, página 115) mostra o sinal em δ 16,7 ppm, que por 

experimentos de HMQC (apêndice 23, página 115) mostram a ligação com o 

1H –  δ em ppm e multiplicidade 

4.4-9.3 4.4-9.5 

0,9415 (3H, d, J = 6,5 Hz) 0,913 (6H, d, J = 6 Hz) 

1,288 (1H, s ) 1,89 (2H, s) 

1,308 (1H, d, J = 7 Hz) 3,6 (m) 

3,45 (1H, dd, J = 9,5; 6,5 Hz) 3,7 (m) 

3,75(1H, dd, J =  9,0 e 3,0 Hz) 4,216 (2H, m) 

4,22 (1H, dd, J = 1,5) 5,36 (2H, d, J =1,5 Hz) 

5,35 (1H, d,J = 1,5 Hz) 6,13 (1H, d, J = 2,0 Hz) 

6,20 (1H, d, J = 2,0 Hz) 6,29 (1H, d, J = 2 Hz) 

6,37 (1H, d, J = 2,0 Hz) 6,93 (2H, d, J = 8,5 Hz) 

6,91 (1H, d, J = 8,5 Hz) 7,75 (2H, d, J = 9,0 Hz) 

7,30 (1H, dd, J = 8,5 e 2,0 Hz) 
 

7,34 (1H, d, J = 2,0 Hz) 
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hidrogênio em 1,02 ppm e o sinal em δ 101,9 ppm ligado ao hidrogênio em 5,35 

ppm, confirmando a presença de ramnose de acordo com os dados da literatura 

(LEE et al., 2003). Dados do espectro de 1H mostram três hidrogênios na região de 

aromáticos (tabela 7, figura 17), que está de acordo com a absorção de UV da 

amostra, e as constantes de acoplamento indicam a presença de um anel com 3 

substituições, similar ao padrão de substituição da substância 4.4-9.3 (tabela 6).  

Dados de espectros de massas mostram que a fórmula molecular da 

substância possui entre 26 a 28 carbonos, mas apenas 12 carbonos foram 

detectados no espectro de RMN de 13C. Carbonos quaternários podem não ter 

aparecido devido ao tempo de relaxação, ou o número de scans não ter sido 

adequado. A molécula pode, também, possuir uma simetria, explicando assim a 

fórmula molecular encontrada possuir aproximadamente o dobro dos sinais de 

carbono e hidrogênios encontrados nos espectros de RMN. 

Além disso, se considerarmos que a molécula possui um resíduo de ramnose 

e um anel aromático com três substituições, sobram sinais 3 sinais de 13C na região 

de carbonos carbinólicos, e sinais de hidrogênios na região 3-4 ppm, os quais não 

foram atribuídos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Expansões da região de 5,3 a 7,5 ppm, espectro de 1H de 4.10.3 (300 

MHz, CD3OD). 
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Figura 18 - Expansões da região de 1,0 a 4,5  ppm, espectro de 1H de 4.10.3 (300 

MHz, CD3OD). 

 

 

 

 

 

 

                        Padrão de substituição do anel benzênico de 4.10.3 

 

O espectro de massas de 4.10.4 (apêndice 29 página 118) realizado por IES 

no modo negativo mostra o pico do íon quase molecular [M – H]- de 563,14 m/z, e 

fragmentos de 339, 325, 311, 281 e 255 m/z.  Espectro de UV mostrou bandas de 

absorção máxima em 225, ≈ 270 e 360 nm. 

 Os sinais observados nos espectros de RMN de 1H e 13C (apêndices 26 e 27, 

página 117) e em experimentos de HMQC da substância 4.10.4 são muito similares 
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à 4.10.3 (tabela 7). Assim como nesta fração, a fração 4.10.4 apresenta os sinais 

característicos da ramnose e de mais três carbonos carbinólicos. Na região de 

aromáticos, porém, mostra a presença de dois dubletos em δ 6,94 e 7,80 ppm 

(figura 19), acoplando com constante de J = 8,5 Hz e integrando para dois 

hidrogênios cada sinal, o que indica que este anel aromático possui substituição em 

para.  

 Os dados de espectrometria de massas indicam que a fórmula molecular da 

substância 4.10.4 possui um oxigênio a menos que a substância 4.10.3. Assim, se 

considerarmos a hipótese de uma molécula com simetria, esta também seria 

aplicada para a substância 4.10.4, pois se observam apenas 13 sinais de carbonos 

no espectro de RMN.  

 Até o presente momento, ainda não encontramos dados semelhantes na 

literatura com os dados obtidos destas duas substâncias, e outros experimentos 

espectroscópicos bidimensionais são necessários para a elucidação da estrutura 

deste metabólito. 

 

 

  

 

 

 

                    

   

Figura 19 - Expansões da região de 5,3 a 7,5 ppm, espectro de 1H de 4.10.4 (300 

MHz, CD3OD). 
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                      Padrão de substituição do anel benzênico de 4.10.4 

 

Tabela 7 - Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN de1H e 13C 

e correlação em HMQC das frações 4.10.3 e 4.10.4, em CD3OD, TMS, 

300 MHz. 

13C x 1H – δ em ppm e multiplicidade 

4.10.3 4.10.4 

13C 1H 13C 1H 

16,7 1,02 (3H, d, J = 6,0 Hz) 16,24 1,05 (3H, d, J = 6,5 Hz) 

65,5 3,05 (1H, dd, J = 11 Hz) 73,79 3,18 (1H,t, J = 11,0 Hz) 

73,7 3,18 (1H, t, J = 9 Hz) 76,24 3,28 (1H, dd, J =  9; 7,5Hz) 

76,2 3,28 (sobreposto) 72,2 3,34 (sobreposto) 

71,4 3,34 (sobreposto) 69,36 3,40 (1H, m) 

69,8 3,39 (1H, m) 65,09 3,68 (2H, m) 

65,5 3,64 (1H, dd, J = 12; 6 Hz ) 70,4 3,82 (1H, dd, J = 9,5; 3,5; Hz) 

70,62 3,86 (2H, m) 81,34 4,21 (1H, dd, J = 3,5; 2,5 Hz) 

81,25 4,18 (1H, dd, J = 3,5 ; 1,5 Hz) -- 4,29 (1H, d, J = 8,0 Hz) 

-- 4,25 (1H, d, J = 7,5 Hz) 101,78 5,44 (1H, d, J = 1,5 Hz) 

101,9 5,35 (1H, d, J = 1,5 Hz) -- 6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz) 

-- 6,19 (1H, d, J = 2,0 Hz) -- 6,35 (1H, d, J = 2,0 Hz) 

-- 6,35 (1H, s) 115,15 

(2C) 

6,94 (2H, d, J = 8,5 Hz) 

114,87 6,92 (1H, d, J = 8,5 Hz) 130,34 

(2C) 

7,80 (2H, d, J = 8,5 Hz) 

121,52 7,30 (1H, dd, J = 8,5 ; 2,0 Hz)   

115,22 7,37 (1H, d, J = 2,0 Hz)   

R1

H

R2

H

H

H
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Substâncias isoladas de Cj.1.G.M.4.11 – 13: 

  

Até o presente momento, apenas a substância 4.11-13.2 (5,05 mg) (figura 9, 

pag. 42) foi analisada por métodos espectroscópicos e espectrométricos. Os sinais 

apresentados no espectro de 1H estão descritos na tabela 7. A massa do íon quase 

molecular [M- H]-encontrada para esta amostra foi 595,12 m/z.  

Os sinais observados nos espectros de RMN de 1H (tabela 7) da substância 

4.11-13.2 possuem os mesmos padrões das demais substâncias isoladas da fase 

AcOEt e analisadas anteriormente. Porém, os sinais característicos da ramnose, 

como o sinal do hidrogênio ligado ao carbono anomérico e o sinal da metila, 

aparecem duplicados (figura 19). Porém a massa molecular encontrada difere 

apenas na presença de um fragmento de 16 m/z a mais que a substância 4.10.3, 

possivelmente um oxigênio a mais. Estes dados favorecem a hipótese de que estes 

metabólitos estão na forma de dímeros.  

Na região de hidrogênios aromáticos (figura 20), os sinais de RMN indicam a 

presença do anel com três substituições, conforme padrão encontrado em 4.4-9.3 

(tabela 5) e 4.10.3 (tabela 6). 

As informações espectroscópicas e espectrométricas de substâncias isoladas 

da fase AcOEt mostram que as mesmas são heterosídeos, ligados a um anel 

benzênico. Sinais do espectro de RMN são indicativos do açúcar ramnose, e 

possivelmente estes metabólitos possuem duas unidades de ramnose.  
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Figura 20 - Expansões da região de 5,3 a 7,5 ppm, espectro de 1H de 4.11-13.2 

(500 MHz, CD3OD). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21- Expansões da região de 0,6 a 1,4 ppm, espectro de 1H de 4.11-13.2 (500 

MHz, CD3OD). 
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Tabela 8 - Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN de 1H da 

fração 4.11-13.2, em CD3OD, 500 MHz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1H –  δ(ppm) 

4.11-13.2 

0,89 (dd, J = 9 Hz) 

1,04 (2d, J = 6,0 Hz) 

1,30 (d, J = 7 Hz) 

3,038 (dd, J = 14,5 ;10 Hz) 

3,167 – 3,2(m) 

3,61 – 3,65 (m) 

3,82 – 3,88 (m) 

4,18 (s) 

4,24 (dd, J = 14,5; 7,5 Hz) 

5,28 (s) 

5,35 (s) 

6,20 (t, J = 3,0; 2,0 Hz) 

6,36 (2d, J = 2,0; Hz) 

6,933 (d, J = 8,0 Hz)  

6,961 (s) 

7,31 (dd,J = 8,0; 2,0 Hz) 

7,36 (d, J = 2,0 Hz) 
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5.2.2.3    Fracionamento da fase n - BuOH da partição 

A fase n-BuOH foi fracionada em coluna cromatográfica por exclusão, sendo 

que o tamanho molecular é o fator que determina a separação dos constituintes de 

uma amostra por este tipo de cromatografia.  

 

Análise por CLAE das frações: (figura 9 pag. 44) as amostras que 

apresentavam coloração intensa quando reveladas por CCDC foram analisadas por 

CLAE. A análise permitiu verificar que as frações Cj1.GM.5: [3], [4-5], [6] 

apresentavam misturas de substâncias com polaridades muito próximas, pois os 

tempos de retenção são muito próximos. Os cromatogramas destas frações estão 

ilustrados na figura 16. 

A fração [8-11] possui quatro picos com absorção intensa em 365 nm (figura 

16), o que pode ser indicativo de substâncias que contenham anéis aromáticos, ou 

cadeia com duplas ligações conjugadas. Os dois picos com maior absorção desta 

fração possuem os Rt 12,0 (b) e 13,25 (c) minutos.  

A fração [12-15] possui estes dois picos, além de um pico intenso com um Rt 

de 10,2 minutos (a) e outros picos com absorção em 365 nm. Os picos desta fração, 

entretanto, apresentaram uma boa resolução na condição estabelecida para a 

análise. Parte da massa desta fração foi fracionada em coluna cromatográfica com 

Poliamida 6, e as frações obtidas foram também analisadas por CLAE. 

A fração [16], por sua vez, apresenta dois picos com absorção mais intensa, 

com tempo de retenção de 10,2 (a) e 12,0 (b) minutos, e uma boa resolução dos 

picos na condição de análise.  
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Figura 22 - Cromatogramas da análise por CLAE das frações obtidas do 

fracionamento da fase n-BuOH.  
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Análise por RMN de 1H das frações: espectros foram obtidos em espectrômetro 

de 60 MHz. A fração Cj.1GM.5.[3]: apresentou dubletos entre 0,858 e 1,711 ppm 

(apêndice 35 página 121), com constante de acoplamento entre 3,5 e 5,2 Hz que 

podem ser devidos à metilas do açúcar ramnose, pois apresenta sinais intensos 

entre 3,2 e 4,1 ppm, região dos sinais dos hidrogênios ligados a carbonos 

carbinólicos, característicos de açúcares. A fração Cj.1GM.5.[4-5]: apresentou sinais 

com baixa resolução (apêndice 36, página 122), o que dificultou a análise. A fração 

Cj.1GM.5.[8-11]: apresentou sinais entre 0,628 ppm e 0,982 ppm e um dubleto em 

1,271 ppm com J= 2 Hz, um singleto em 3,55 ppm, e um singleto em 6,072 ppm 

(apêndice 37, página 122). 

Fração Cj.1GM.5[12-15]: observa-se no espectro (apêndice 38, página 123) um 

dubleto em 1,036 ppm com J = 6 Hz, que pode ser CH3 da ramnose, sinais entre 

3,731 e 4,217 ppm, característicos de carbonos carbinólicos, possivelmente de 

açúcares. O sinal em 5,368 ppm pode ser o hidrogênio ligado ao carbono anomérico 

da ramnose. Apresenta sinais na região de aromáticos ou duplas conjugadas, como 

os sinais em 6,220 e 6,385 ppm, e os sinais em 6,982 e 7,377 ppm. Estas 

informações, somadas com as informações da absorção em UV, sugerem que as 

substâncias a, b e c possuam anéis aromáticos em suas estruturas. AFração 

Cj.1GM.5[16]: apresentou sinais na região de 0,893 a 1,273 ppm, e sinais na região 

de hidrogênios aromáticos, de 6,2 a 7,4 ppm (ap6endice 39, página 123). Esta 

fração possivelmente contém as substâncias a e b em maior proporção na amostra. 

Fracionamento da fração Cj.1.GM.5_[12-15]: (figura 10 pag. 44) após a 

análise em CCDC, as frações foram reunidas, as que possuíam maior massa e 

coloração na revelação das cromatoplacas foram analisadas por CLAE. Os 

cromatogramasdas frações analisadas estão demonstrados na figura 23. 
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Figura 23 - Cromatogramas da análise por CLAE das frações obtidas do 

fracionamento da Fração [12-15]. Monitorados por absorção em UV 

(230, 254, 282 3 365 nm).  

 

As análises realizadas demonstram que o fracionamento em Poliamida-6 

permitiu uma separação dos constituintes da amostra [12-15] nos primeiros sistemas 

de eluição, e nos sistemas finais da eluição, como mostrado na figura 23. Nenhuma 

fração apresentou-se na forma purificada. A fração [75-88] apresentou quase todos 

os picos presentes na fração mãe. 
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A substância ―a‖ (Rt de 10,0 min), figura 22, não apareceu em nenhuma das 

frações analisadas, podendo estar presente nas frações que não foram analisadas 

por CLAE. As frações com menor polaridade ([95-129]) mostraram uma forma 

possivelmente mais purificada que as demais, possuindo a substância ―b‖ como a 

majoritária na fração.  

A fração Cj.1GM.5.[12-15].95-129 foi analisada por RMN de 1H, 300 MHz 

(apêndice 40, página 124) e os deslocamentos químicos estão na tabela 9. 

Os dados obtidos do espectro de RMN de 1H apontam que o metabólito 

isolado da fase n-BuOH apresenta o mesmo padrão de sinais dos metabólitos 

isolados da fase AcOEt, como a possível presença da ramnose (figura 25) e do 

benzeno tri-substituído em orto e para (figura 24). Apresenta, porém, sinais em 

campo mais alto, como os tripleto em  δ 0,99 ppm e os multipletos entre δ 1,2 e 2,15 

ppm (figura 25), o que refletem a presença hidrogênios mais protegidos, como de 

uma cadeia alifática. Para a determinação estrutural deste metabólito, outros dados 

espectroscópicos bidimensionais e espectrométricos são necessários. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 - Expansões da região de 5,2 a 8,0 ppm, espectro de 1H de 5.[12-15].95-

129 (300 MHz, CD3OD). 
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Figura 25 - Expansões da região de 0,9 a 4,3 ppm, espectro de 1H de 5.[12-15].95-

129 (300 MHz, CD3OD). 

 

Tabela 9 - Deslocamentos químicos observados nos espectros de RMN de 1H da 

fração 5.[12-15].95-129, em CD3OD, TMS, 300MHz. 

 

1H – δ em ppm e multiplicidade 

5.[12-15].95-129 

0,99 (1H, t, J = 6,5 Hz) 

1,027 (3H, d, J = 6,5) 

1,29 – 1,349 (1H, m) 

2,13 – 2,15 (m) 

3,18 (3H, dd, J = 7,5; 4,5 Hz) 

3,35 – 3,411 (2H, m) 

3,63 (1H, dd, J = 5,75 Hz) 

3,83 – 3,89 (2H, m) 

4,18 (1H, dd, J = 3,5; 1,5 Hz) 

4,25 (1H, d, J = 7,5 Hz) 

5,35 (5H, d, J = 1,5 Hz) 

6,20 (2H, d, J = 2,5 Hz) 

6,37 (2H, d, J = 2,5 Hz) 

6,93 (2H, d, J = 3,0 Hz) 

7,31 (2H, dd, J = 7,5; 2,0 Hz) 

7,36 (2H, d, J = 2,0 Hz) 
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5. 3 Ensaios Biológicos 

 

5.3.1   Ensaios antimicrobianos de extratos de Casearia javitensis 

 

 Ensaios antimicrobianos foram primeiramente realizados com os extratos de 

galhos e folhas obtidos nas quatro coletas, utilizando a metodologia cavidade-placa 

para a verificação do potencial de inibição dos extratos. Esta metodologia baseia-se 

na presença e no diâmetro de halo de inibição para qualificar o potencial 

antimicrobiano em alto, médio, baixo, ou inativo (tabela 10). Para tal qualificação, 

utilizamos a seguinte tabela de convenção:  

  

Tabela 10 - Tabela de convenção para classificar a atividade antibacteriana. 

Diâmetro do halo (mm) Classificação 

1 - 6 Baixa atividade 

7 - 13 Média atividade 

>13 Alta atividade 

 

 Foram testados extratos de Casearia javitensis contra Aeromonas hydrophila, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Testes 

realizados com Aeromonas hydrophila utilizaram 5 mg/poço inicialmente, porém 

testes realizados com 2 mg/poço mostraram o mesmo diâmetro do halo de inibição. 

Desta forma, foi estabelecida a concentração de 2 mg/poço para os testes com as 

demais bactérias. Os diâmetros dos halos de inibição das bactérias testadas estão 

descritos na tabela 11. 
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Tabela 11 - Halos de inibição apresentados pelos extratos de Casearia javitensis 

para os diferentes micro-organismos-teste. 

Extratos testados 

Micro-organismos-teste 

E. coli S. aureus P. aeruginosa A. hydrophila 

Cj.1.GalhosMeOH 0 mm 0 mm 0 mm 10 mm 

Cj.1.Folhas H2O 2 mm 7 mm 10 mm 9 mm 

Cj.2.Galhos DCM -- -- -- 0 mm 

Cj.2.Galhos MeOH 0 mm 0 mm 8 mm 5 mm 

Cj.2.Folhas DCM 0 mm 0 mm 4 mm 0 mm 

Cj.2.Folhas MeOH 0 mm 0 mm 4 mm 7 mm 

Cj.2.Folhas H2O 0 mm 0 mm 0 mm 9 mm 

Cj.3.Galhos DCM -- -- -- 7 mm 

Cj.3.Galhos MeOH 0 mm 4 mm 0 mm 6 mm 

Cj.3.Folhas DCM 0 mm 0 mm 0mm 2 mm 

Cj.3.Folhas MeOH 0 mm 4 mm 3 mm 14 mm 

Cj.3.Folhas H2O 0 mm 0 mm 0mm 10 mm 

Cj.4.Galhos DCM 0 mm 0 mm 0mm 2 mm 

Cj.4.Galhos MeOH 4 mm 4 mm 3 mm 6 mm 

Cj.4.Folhas DCM 0 mm 0 mm 0mm 4 mm 

Cj.4.Folhas MeOH 0 mm 0 mm 4 mm 10 mm 

Cont.Neg. (DMSO) 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 

Oxitetraciclina 22 mm 22 mm 24 mm 20 mm 
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Como mostrado na tabela 11, a atividade antibacteriana dos extratos não 

permanece constante para os extratos do mesmo órgão vegetal e extraídos com o 

mesmo solvente.  Como exemplo, o extrato metanólicos das folhas Cj.3 apresentou 

uma alta atividade (14 mm) contra A. hydrophila, enquanto que o extrato metanólico 

das folhas Cj.2, embora também seja de um indivíduo jovem, apresentou um halo de 

apenas 7 mm para esta bactéria. (Tabela 11, figura 26 B). Estudos relatam que a 

produção de metabólitos secundários é diretamente influenciada por fatores 

biológicos (maturidade do indivíduo, período reprodutivo), mas também fatores 

abióticos, como temperatura e sazonalidade influenciam na produção e 

armazenamento (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). Como os extratos testados são 

oriundos de coletas diferentes, em diferentes épocas do ano, a concentração e a 

natureza das substâncias responsáveis pela atividade antibacteriana contra A. 

hydrophila podem estar variando conforme a época do ano e a idade do indivíduo. 

Os resultados apontam que os extratos de maior polaridade, como o MeOH e 

H2O, possuem maior potencial de inibição do crescimento bacteriano, quando 

comparados com os extratos DCM. Todos os extratos MeOH e H2O testados até o 

momento apresentaram atividade classificada como média ou alta para pelo menos 

uma espécie de micro-organismo testado. Estes resultados sugerem que as 

substâncias ativas devem possuir uma polaridade média ou alta, porém o fator da 

difusão dos extratos no meio de crescimento pode ser um fator limitante, resultando 

em uma baixa atividade dos extratos DCM em função da sua baixa difusão no ágar.  

Entre os extratos testados, o extrato H2O das folhas Cj.1 e o extrato MeOH 

dos galhos Cj.4 apresentaram inibição para todas as espécies de bactérias testadas. 

O extrato H2O das folhas Cj.1 mostrou média atividade para A. hydrophila, P. 

aeruginosa, e S. aureus, e baixa para E. coli. O extrato MeOH dos galhos Cj.4  
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apresentou baixa atividade para P. aeruginosa, S. aureus e E. coli. e média atividade 

para A. hydrophila. Estes extratos poderiam ser promissores no isolamento de 

substâncias ativas para o combate à infecções causadas por bactérias Gram-

positivo e Gram-negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Atividade antibacteriana contra A. hydrophila dos extratos de galhos e 

folhas de Casearia javitensis.Metodologia cavidade-placa.A – Cj.1; B 

– Cj.2; C- Cj. 3; D – Cj.4.; C.N – controle negativo; C. P. – 

oxitetraciclina.  
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Estudos realizados anteriormente já haviam relatado que extratos de folhas 

de Casearia grewiifolia e Casearia sp. apresentaram atividade antimicrobiana contra 

P. aeruginosa, S. aureuse E. coli (MOSADDIK et al., 2004). Porém, ainda não há 

relatos de estudos com espécies do gênero Casearia para atividade contra 

Aeromonas hydrophila.  

Quanto às bactérias testadas, Aeromonas hydrophila foi a mais susceptível à 

ação inibitória dos extratos (figura 26), sendo inibida por 62,5 % dos extratos 

testados. A linhagem de E. coli, por sua vez, foi a que apresentou maior resistência 

aos extratos, sendo inibida por dois extratos, porém com baixa inibição. 

 

5.3.2   Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 

Mínima Bactericida (CMB) 

 

Para a determinação da CIM e da CMB, foram realizados ensaios contra a 

bactéria Aeromonas hydrophila, em meio líquido, utilizando a técnica de macro 

diluição. Foram realizados os testes com os extratos Cj.1.Galho-MeOH, Cj.3.Galhos-

MeOH e Cj.3. Folhas-MeOH, pois estes apresentaram atividade contra esta bactéria.  

A maior concentração de extratos para este teste é 64 mg, porém, a 

dificuldade de solubilização dos extratos Cj.3.Galhos-MeOH e Cj.3.Folhas-MeOH 

permitiu a obtenção de uma solução de concentração de 46 mg/mL e 47,5 mg/mL, 

respectivamente, como concentração inicial. O valores de CIM e CMB para os 

extratos testados contra A. hydrophila estão na tabela 12.  
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Tabela 12 - Valores CIM e CMB contra Aeromonas hydrophila apresentados pelos 

extratos MeOH avaliados. 

 

 

 

 

 

 

Os resultados indicam que o extrato Cj.3.Folhas.MeOH possui uma alta 

atividade também em meio líquido (tabela 12), apresentando tanto o maior halo de 

inibição em meio sólido, requisitando uma baixa concentração do extrato para a 

ação bactericida contra A. hydrophila. Para uma inibição seletiva, o extrato 

Cj.3.MeOH das folhas seria o mais promissor como fonte de metabólitos ativos 

contra a bactéria patogênica de peixes Aeromonas hydrophila.  

 

5.3.3   Ensaios antimicrobianos das fases da partição de extratos MeOH de 

Casearia javitensis 

 

 Os extratos Cj.1.Galho-MeOH e Cj.3. Folhas-MeOH, por apresentarem os 

melhores resultados na atividade antimicrobiana contra A. hydrophila, foram 

submetidos à partição com Hexano ou DCM, AcOEt e n-BuOH e suas fases foram 

testadas para avaliação da atividade antimicrobiana, na concentração de 2 mg/poço. 

Este ensaio foi realizado para verificar se a atividade antimicrobiana apresentada 

poderia ser devido à substâncias presente em alguma destas fases ou um 

Extratos testados CIM 

mg/mL 

CMB 

mg/mL 

Cj.1.Galhos.MeOH 2  >8  

Cj.3.Galhos.MeOH 2,87 > 11,5  

Cj.3.Folhas.MeOH 1,48  2,96  
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sinergismo de substâncias de diferentes polaridades, e então neste caso, a atividade 

maior estaria no extrato bruto.  

Os halos de inibição apresentados pelas fases das partições para as 

bactérias A. hydrophila, P. aeruginosa, S. aureus, e E. coli. estão mostrados na 

tabela 13. 

 

Tabela 13 - Halos de inibição apresentados pelas fases das partições dos extratos 

MeOH de galhos e de folhas de Casearia javitensis para diferentes 

micro-organismos-teste. 

Fases testadas 

Micro-organismos-teste 

E. coli S. aureus P. aeruginosa A. hydrophila 

Cj.1.GM_DCM -- -- -- 7 mm 

Cj.1.GM_AcOEt 5 mm 4 mm 5 mm 15 mm 

Cj.1.GM_BuOH 0 mm 0 mm 0 mm 8 mm 

Cj.1.GM_H20 -- -- -- 3 mm 

Cj.3.FM_HEX -- -- -- 1 mm 

Cj.3.FM_AcOEt 2 mm 6 mm 5 mm 10 mm 

Cj.3.FM_BuOH 0 mm 0 mm 0 mm 7 mm 

Cj.3.FM_H20 -- -- -- 2 mm 

Cont.Neg (DMSO) 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 

Oxitetraciclina 22 mm 22 mm 24 mm 21 mm 

 

  

Observa-se, pelos resultados da tabela 13, que a fase AcOEt do extrato 

Cj.1.Galhos-MeOH possui uma alta atividade contra A. hydrophila, concentrando a 

atividade mostrada pelo extrato bruto.  A fase AcOEt do extrato Cj.3.Folhas-MeOH 
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também apresentou atividade antimicrobiana, o que indica que esta fase é a mais 

promissora para o isolamento de substâncias com atividade antimicrobiana. Assim, 

para estudos futuros, as substâncias identificadas da fase AcOEt do extrato 

Cj.1.Galhos-MeOH serão testadas quanto a sua atividade antimicrobiana. As frações 

obtidas da fase AcOEt do extrato Cj.3.Folhas-MeOH também serão avaliadas, e o 

isolamento e identificação dos metabólitos presentes constitui uma etapa importante 

para a busca de novos agentes antimicrobianos. 

 

 

5.3.4   Atividade citotóxica em Artemia salina 

 

Os extratos de Casearia javitensis foram testados em larvas de Artemia salina 

a partir da concentração máxima (1000 µg/mL) (tabela 14), e, caso apresentassem 

uma mortalidade acima de 50%, seriam testado em concentrações menores até 

encontrar a CL50.  

Como se observa na tabela 14, os extratos de C. javitensis avaliados não 

apresentaram atividade citotóxica na concentração máxima testada (1000 µg/mL). 

Porém, vale ressaltar que ente ensaio é muito preliminar, sendo necessárias outras 

metodologias para complementar o estudo citotóxico. 

Entre os extratos testados, o extrato Cj.2-FolhasDCM foi o que apresentou a 

maior taxa de mortalidade para larvas de A. salina (46,6%) (tabela 14). Mas o valor 

ainda permaneceu abaixo do limite para ser considerado como citotóxico, que é 

convencionado como acima de 50% de mortalidade das larvas na concentração de 

1000 µg/mL (MEYER et al., 1982). 
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Tabela 14 - Taxas de mortalidade de larvas de Artemia salina observadas na 

presença dos extratos de Casearia javitensis. 

 

Extrato testado Concentração utilizada 

(µg/mL) 

Mortalidade 

(%) 

Cj.1- Folhas H2O 1000 6,7 

Cj.1- Galhos MeOH 1000 6,7 

Cj.2- Galhos MeOH 1000 16,6 

Cj.2-  Folhas DCM 1000 46,6 

Cj.2-  Folhas MeOH 1000 3,3 

Cj.2-  Folhas H2O 1000 40 

Cj.3-  Galhos MeOH 1000 10 

Cj.3-   Galhos H2O 1000 0 

Cj.3-  Folhas MeOH 1000 13,3 

Cj.3-   Folhas H2O 1000 0 

Cj.4-  Folhas MeOH 1000 3,3 

Cj.4-   Galhos MeOH 1000 3,3 

Cj.4-   Folhas DCM 1000 0 

Controle (DMSO)  0 

Controle (Solução 

salina) 
 0 

 

 

Na literatura encontramos vários trabalhos que mostram a citotoxicidade em 

linhagens de células animais de extratos de espécies de Casearia, principalmente 

Casearia sylvestris (MESQUITA et al., 2009; MOSADDIK et al., 2004). Extratos de 

Casearia sylvestris coletada em Manaus apresentaram atividade citotóxica em 

Artemia salina (estudo realizado por este grupo de pesquisa, não publicado), 
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corroborando os resultados em linhagens celulares. Porém, esta atividade citotóxica 

de extratos de Casearia é muitas vezes atribuída aos diterpenos clerodânicos 

presentes nos extratos (MOSADDIK et al., 2004), sendo que até o presente 

momento, não foi detectada a presença destes diterpenos nos extratos de Casearia 

javitensis estudados quimicamente.  

A falta de atividade dos extratos pode sugerir a falta de citotoxicidade para 

células de mamíferos, um resultado que seria promissor, em função de vários 

extratos possuírem atividade antibacteriana. Ensaios de citotoxicidade utilizando 

linhagens celulares de mamíferos são necessários para um estudo mais 

aprofundado da atividade citotóxica.  

 

 

5.3.3  Ensaio quantitativo de Atividade Antioxidante 

 

Com o objetivo de verificar o potencial antioxidante dos extratos de Casearia 

javitensis, estes foram submetidos a ensaios colorimétricos quantitativos 

empregando o radical DPPH. Na presença de um redutor, o DPPH de coloração 

violeta (Δmax = 517 nm) é convertido a DPPH de coloração amarelo pálido. Para 

determinar o potencial antioxidante, os valores obtidos da variação da absorbância 

são comparados com os valores do ácido ascórbico, o antioxidante padrão.  

A tabela 15 mostra o resultado do ensaio antioxidante realizados com os 

extratos de C. javitensis, mostrando a equivalência com o ácido ascórbico, expressa 

em mg (extrato)/mg (ácido ascórbico), o potencial de cada extrato. Quanto menor o 

valor da equivalência, maior o potencial antioxidante do extrato. 
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Tabela 15 - Resultados dos testes de atividade antioxidante dos extratos brutos de 

Casearia javitensis 

 

Extrato testado │Δ Abs │517 nm [AA]-Equiv. Equivalente 

Cj.1- Folhas H2O 0,63 0,523 8,439 

Cj.1- Galhos MeOH 0,317  2,494  2,006 

Cj.2- Galhos MeOH 1,021 4,017 1,245 

Cj.2-  Folhas DCM 0,011 0,118 42,330 

Cj.2-  Folhas MeOH 1,018 4,002 1,249 

Cj.2-  Folhas H2O 1,014 3,988 1,254 

Cj.3-  Galhos DCM 0,026 0,205 24,391 

Cj.3-  Galhos MeOH 0,309 1,309 3,821 

Cj.3 – Folhas DCM 0,022 0,191 26,178 

Cj.3-  Folhas MeOH 0,227 0,988 5,058 

Cj.3-   Folhas H2O 0,168 0,760 6,585 

Cj.4-   Folhas DCM 0,056 0,323 15,480 

Cj.4-  Folhas MeOH 0,276 1,180 4,248 

Cj.4-   Galhos MeOH 0,257 1,108 4,514 

 

 

 

Verificou-se que o potencial antioxidante de extratos de Casearia javitensis é 

maior para os extratos mais polares (tabela 15), enquanto que os extratos DCM não 

apresentam atividade antioxidante.   

Este resultado corrobora com a caracterização química dos extratos 

estudados, uma vez que os extratos metanólicos apresentaram metabólitos da 
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classe dos fenólicos, os quais são muitas vezes os maiores responsáveis pela 

atividade antioxidante. Os extratos diclorometânicos, por sua vez, apresentaram 

uma baixa quantidade de fenólicos, o que pode ser devido a baixa concentração de 

substâncias fenólicas nestes extratos, conforme verificado por CCDC e análises por 

CG-EM. 

 Comparando a atividade antioxidante entre as coletas realizadas, percebe-se 

que os todos os extratos MeOH e o extrato H2O das folhas da segunda coleta, 

realizada nos mês de julho, mostraram um alto potencial antioxidante (tabela 15), 

apresentando a equivalência com o ácido ascórbico próxima de 1,0 mg/mg[Ácido 

Ascórbico]. A produção de substâncias com atividade antioxidante pode, assim, 

estar relacionada com a época do ano, uma vez que estas substâncias podem estar 

sendo produzidas para diminuir o estresse oxidativo devido à maior incidência de luz 

solar no mês de julho, uma época do ano caracterizada pela pouca ocorrência de 

chuvas.   
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 Este trabalho relata o primeiro estudo químico de Casearia javitensis, o qual 

mostrou que os extratos obtidos desta espécie apresentam esteroides como 

substâncias majoritárias nos extratos de baixa polaridade. 

 O fracionamento do extrato metanólico dos galhos forneceu o isolamento de 

seis substâncias, e os dados espectroscópicos e espectrométricos apontam 

estes metabólitos como sendo fenólicos com ramnose. A determinação 

estrutural ainda não está concluída, sendo necessários a obtenção de dados 

espectroscópicos bidimensionais para esta etapa. 

 Os extratos metanólicos obtidos de galhos e folhas de Casearia javitensis 

apresentam-se como mais promissores para a obtenção de substâncias com 

atividade antimicrobiana contra a bactéria patogênica para peixes Aeromonas 

hydrophila; 

 O extrato metanólicos dos galhos de um indivíduo jovem mostrou atividade 

bactericida em baixas concentrações; 

 A fase AcOEt obtida do extrato metanólico dos galhos concentrou a atividade 

contra A. hydrophila, e inibiu crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus. 

 Os extratos polares (metanólico e aquoso) apresentaram um maior potencial 

antioxidante, que pode ser devido à possível maior concentração de 

substâncias fenólicas. 

 A fase DCM do extrato metanólico dos galhos tem mostrado uma alta 

complexidade durante as etapas do fracionamento, dificultando a obtenção de 
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frações mais purificadas e consequentemente a identificação de seus 

constituintes. 

 A alta atividade antimicrobiana e ausência de citotoxicidade dos extratos de 

C. javitensis corroboram a continuação do seu fracionamento e tentativa de 

purificação das substâncias ativas. 
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8. APÊNDICES 

 

 ESPECTROS DE RMN, MASSAS E CROMATOGRAMAS DE CG-MS 

 

 

 

Apêndice 1 - Cromatograma Cj.2.Folhas-DCM 

 

 

 

 

Apêndice 2 - Cromatograma Cj.3.Folhas-DCM 
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Apêndice 3 - Cromatograma Cj.3.Galhos-DCM 

 

 

Apêndice 4 - Cromatograma Cj.4.Folhas-DCM 
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Apêndice 5 - Cromatograma Cj.4.Galhos-DCM 

 

 

Apêndice 6 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.10.Cristais 

 

 

 

Apêndice 7 - Espectro de Massas da fração Cj.2.GD.1.10.Cristais 
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Apêndice 8 - Espectro de RMN de 1H, 300 MHz da fração de Cj.2.GD.1.10.cristais 

 

 

 

 

Apêndice 9 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.10.agua-mãe 
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Apêndice 10 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.2.GD.1.10.agua-mãe 

 

 

 

Apêndice 11 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.8-9 
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Apêndice 12 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.30-32 

 

 

Apêndice 13 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.2.GD.1.30-32 
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Apêndice 14 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.33-37 

 

 

Apêndice 15 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.2.GD.1.33-37 
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Apêndice 16 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.50-53 

 

 

Apêndice 17 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.2.GD.1.50-53 
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Apêndice 18 - Cromatograma da fração Cj.2.GD.1.62-65 

 

 

 

Apêndice 19 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz, de 4.4-9.3 
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Apêndice 20 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz, de 4.4-9.5 

 

Apêndice 21 - Espectro de RMN de 1H, 300 MHz, de 4.10.3 
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Apêndice 22 - Espectro de RMN de 13C, 300 MHz, de 4.10.3 

 

Apêndice 23 - Espectro de HMQC, 300 MHz, de 4.10.3 
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Apêndice 24 - Espectro de Massas, IES modo neg., de 4.10.3 

 

Apêndice 25 - Espectro de Massas, IES modo pos., de 4.10.3 
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Apêndice 26 - Espectro de RMN de 1H, 300 MHz, de 4.10.4 

 

Apêndice 27 - Espectro de RMN de 13C, 300 MHz, de 4.10.4 
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Apêndice 28 - Espectro de HMQC, 300 MHz, de 4.10.4 

 

 

Apêndice 29 - Espectro de Massas, IES modo neg., de 4.10.4 
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     Apêndice 30 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz de 4.11-13.2 

 

 

Apêndice 31 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz de 4.11-13.2 (expansão) 

 



120 
 

 

 

Apêndice 32 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz, de 4.11-13.2 (expansão). 

 

 

Apêndice 33 - Espectro de RMN de 1H, 500 MHz, de 4.11-13.2 (expansão) 
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Apêndice 34 - Espectro de Massas, IES modo neg., de 4.11-13.2 

 

 

Apêndice 35 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.1.GM.5.3 
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Apêndice 36 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.1.GM.5.4-5 

 

Apêndice 37 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.1.GM.5.8-11 
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Apêndice 38 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.1.GM.5.12-15 

 

Apêndice 39 - Espectro de RMN de 1H, 60 MHz, da fração Cj.1.GM.5.16 
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Apêndice 40 - Espectro de RMN de 1H, 300 MHz, de 5.12-15.95-129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice 41 - Cromatograma da fração 29MaGM2-4. 
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Apêndice 42 - Espectro de Massas da fração 29MaGM4-2 


