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INTRODUCAO

Substancias bioativas sdao encontradas em diversas matrizes vegetais, como raizes, sementes,
folhas, caule, flores e frutos. A importancia desses produtos estd ndo somente no seu uso in
natura, mas também na sua aplicagdo como base de novos produtos alimenticios, cosméticos ou
medicinais. As atividades funcionais atribuidas nos produtos naturais advém das diversas classes
de substancias presentes nelas, como flavonoides, carotenoides, alcaloides, entre outros
(PEREIRA, 2012).

A avaliacdo dos constituintes encontrados nas plantas e do seu respectivo potencial terapéutico
tem sido objeto de muitos estudos, onde ja foram comprovadas as agoes farmacoldgicas através de
testes pré-clinicos com animais (COSTA, 2000; SKOOG, 1992; EWING, 1972). A extragao dessas
substancias pode ser realizada por diversos processos de separacdo, e a escolha do melhor
método depende da substancia ou classe de substancias que se pretende identificar, da matéria-
prima utilizada e aplicacdo final que se pretende dar as substancias extraidas (PEREIRA, 2012).

Entre os métodos modernos de andlise de extratos de produtos naturais, a cromatografia ocupa
um lugar de destaque devido a sua versatilidade em efetuar a separacgao, identificagdo e
quantificagdo de espécies quimicas, isoladamente ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de analise (COLLINS et al., 1990).

Assim, o objetivo deste estudo é realizar uma revisao tedrica sobre as técnicas cromatograficas
para a obtencdo de substancias bioativas de plantas.
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METODOLOGIA

Esse estudo trata-se de uma revisdo teorica sobre obten¢do de substancias bioativas de plantas, e
a pesquisa foi realizada utilizando como base periddicos cientificos, livros, dissertagoes e teses.

RESUTADOS

Os processos de fracionamento de extratos vegetais visando o isolamento de substancias ativas
podem ser monitorados por ensaios direcionados para a avaliacdo da atividade bioldgica (UGAZ,
1988). Os extratos vegetais a serem fracionados podem ser obtidos por diferentes métodos de
extracao. Dentre estes métodos, podemos destacar a percolagdo, a maceracao, a decoccao,

extracdo em aparelho de Soxhlet e a destilacdo por arraste (UGAZ, 1988). Além desses,
ainda existem a extracao com fluidos supercriticos, por micro-ondas e por

ultrassom. Além do tipo de método, a escolha do solvente também influencia no tipo de
substancia a ser extraida, por isso este deve ser o mais seletivo possivel, pois é gragas a
seletividade e por consequéncia a polaridade do solvente que se pode extrair apenas as
substancias desejadas ou em maior quantidade (SIMOES et al., 2000).

Apds a extracdo, utilizando alguma das técnicas citadas anteriormente,o fracionamento e a
identificagcdo destes extratos se torna possivel através de um conjunto de técnicas
cromatograficas. Esse tipo de fracionamento é realizado através de uma coluna cromatografica,
que de maneira geral é constituida por um tubo de vidro, em posigao vertical, com a extremidade
inferior afilada terminando numa torneira, que permite o controle da vazao da fase mdvel, e suas
dimensdes dependerao da quantidade de material a ser cromatografado. A fase que fica no
interior da coluna (fase estacionaria) é suportada, na parte inferior, por um pedago de algodé&o.
Dentre as fases estaciondrias mais comuns destacam-se a silica, alumina (podendo ser bésica,
acida ou neutra), celulose, poliamida, entre outras (COLLINS et al., 1990).

A separagao dos componentes da amostra depende da polaridade de cada componente e da fase
estaciondaria. O processo de interacdo dos componentes da amostra com a fase estaciondaria esta
associado a interacgodes intermoleculares (SKOOG, 1992). Os eluentes, como sao tratadas as
chamadas fases mdveis da coluna, sdo selecionados de acordo com a sua forca eluotrépica, isto &,
com o aumento da habilidade de interagir com as substdncias retidas na fase estaciondria
(COSTA, 2000). Sendo assim, é conveniente desenvolver uma coluna cromatografica na forma de
um gradiente de polaridade crescente (SIMOES et al., 2000). Além disso, é necessario que a
eluigao seja suficientemente lenta para que se possa manter os equilibrios de transferéncia de
massas, porém, deve ser suficientemente rapida para que se evite a difusao molecular (SKOOG,
1992).
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O enchimento da coluna é uma etapa que também requer cuidado, pois quanto mais uniforme for,
maior serd a sua eficiéncia. Uma vez montada a coluna cromatografica, a amostra deve ser
aplicada ao topo da mesma. Apds toda amostra ter sido colocada é adicionada a fase mével,
cuidadosamente, até que se forme uma coluna liquida incolor e limpida acima do nivel superior da
amostra (COLLINS et al., 1990). A fase mdvel, por sua vez, quando estd passando através do
adsorvente na coluna, arrasta consigo os componentes da amostra que estd sendo
cromatografada. Portanto, quanto maior a diferenca entre os coeficientes de adsorcdo, mais
completa sera a separagao do composto. Esta separagdo dos componentes de uma mistura ocorre
devido as diferencas nas forcas de interacao entre eles e o adsorvente (COLLINS et al., 1990). Por
fim, apds o desenvolvimento da coluna, é realizada uma analise cromatografica, podendo ser via
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia gasosa (GC) ou cromatografia liquida
(LC).

A CCD consiste na separacao dos componentes de uma mistura através da migragao diferencial
sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. O processo de
separacdo estd fundamentado, principalmente, no fendmeno da adsorgdo (EWING, 1972). E
utilizada com maior frequéncia na andlise vegetal, em virtude da simplicidade, rapidez e
sensibilidade oferecidas pela técnica (COSTA, 2000). O solvente ou mistura de solventes a ser
utilizado como fase mével deve ser escolhido cuidadosamente, considerando a natureza quimica
das substancias a serem separadas e a polaridade da fase mdvel (SKOOG, 1992). Na revelacgao das
placas cromatogréficas se tornam visiveis as substancias que eram incolores e estavam presentes
na amostra (COLLINS et al., 1990). Varios reveladores podem ser utilizados na analise
cromatografica (UGAZ, 1988), sendo os mais importantes listados abaixo na Tabela 1.

Tabela 1 - Reativos para CCD

Reativos Detecciio
Anilsadeido sulfirico Esterdides, terpendides, etc.
Vanilina sulfiinca Esterdides, terpenoides, flavonoides
Sulfato de céno (IV) Triterpenos, diterpenos, sesquiterpenos
Cloreto férrico Fendis, flavonoides
Cloreto de alumimo Flavondides
Acido p-toluenosulfénico Catequinas, esterdides, etc.
Tiocianato de cobalto (IT) Alcaldides, aminas
Reagente de Dragendorf Alcaloides
Hidréxido de potassio em 10% etanol Cumarinas, antronas, antraquinona
Acido sulfiirico Reativo universal
Permanganato de potassio + H; S0, Reativo universal
Cuba de 1odo Sistema p1
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Com relagdo a Cromatografia Liquida, esta é muito utilizada para o isolamento de produtos
naturais e purificacdo de produtos de reagées quimicas, no controle de qualidade de plantas
medicinais, busca de metabdlitos ativos, em estudos de ecologia quimica e até estudos
quimiossisteméaticos (PINTO et al, 2002). As amostras a serem estudadas devem ser liquidas,
enquanto as fases estacionarias podem ser sélidas, levando a separagao por adsorgao, ou liquidas,
sendo a separagao por partigao.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) é uma extensao da cromatografia liquida
classica e caracteriza-se pelo uso de colunas em a¢o inox muito mais estreitas, com
empacotamento de particulas de tamanhos muito reduzidos, que constituem a fase estacionaria. A
fase movel circula sob alta pressdo, ao longo da coluna, com um fluxo controlado. A alta pressao
permite andlises mais rapidas e o uso de uma fase estaciondaria constituida por micro particulas
permite uma elevada eficiéncia na separacdao (NETO; NUNES, 2003; GOMES, 2010).

J& a Cromatografia Gasosa (GC) é uma técnica para separacdo e analise de misturas de
substancias volateis, sendo bastante utilizada na area de produtos naturais. A amostra é
vaporizada e introduzida em um fluxo de um gés adequado (fase moével ou gas de arraste). As
substancias que sdo carregadas pelo gas de arraste interagem de forma distinta com a fase
estacionaria. Isto acarreta tempos de residéncia na coluna para diferentes
compostos, chegando ao detector em tempos diferentes sendo, portanto, separadas. O registro
do sinal elétrico gerado pelo detector, em funcdo do tempo, é o cromatograma, sendo que as
substancias aparecem nele como picos com area proporcional a sua massa, o que possibilita a
analise quantitativa. Portanto, a GC permite identificar e quantificar compostos (EWING, 1972).

CONCLUSAO

As técnicas cromatograficas para isolamento e identificacdo de compostos bioativos vem se
modernizando, pela introdugdo de novas tecnologias, porém, técnicas classicas ainda sao
utilizadas. A escolha da técnica mais adequada a ser utilizada depende de varios fatores, como
tipo de amostra, eficiéncia esperada, custo, disponibilidade do equipamento, entre outros.

Palavras-chave: extratos, compostos, flavonoides.

Keywords: extracts, compounds, flavonoids.
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