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ISOLATION OF NATURAL PRODUCTS BY DROPLET COUNTERCURRENT CHROMATO-
GRAPHY. Droplet countercurrent chromatography has shown to be a useful technique in the
isolation of natural products mostly the polar ones. In this paper however, we discuss the use of
this technique in the isolation of non polar compounds from crude extract of plants belonging to
the families Sapotaceae, Rutaceae, Simaroubaceae and Hippocrateaceae.
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INTRODUCAO

A cromatografia de gotas em contracorrente (CGCC) foi
descrita pela primeira vez por Tanimura em 1970'. O método
€ fundamentado no coeficiente de distribui¢do de solutos em
duas fases imisciveis e em contato intimo (Kd = Ca/Cb, onde
Kd = coeficiente de distribuigdo; Ca e Cb sdo as concentragdes
de um dado soluto nas fases a e b respectivamente). A técnica
CGCC, consiste na passagem de gotas de um liquido através
de outro imiscivel. Este movimento leva & distribui¢do dos
constituintes de uma mistura em ambas as fases. Um instru-
mento simples e frequentemente usado para separagdes via
CGCC ¢ mostrado esquematicamente na figura 1, onde a fase
moével pode ser introduzida no modo ascendente ou descenden-
te, conforme sua densidade em relagiio a fase estaciondria.
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Figura 1. Esquema geral de um aparelho para CGCC, mostrando os
dois possiveis modos de elui¢do: ascendente e descendente (adaptado
a partir da ref. 3).

A formagdo de gotas, fundamental para CGCC, depende dos
seguintes fatores: diferenca entre as densidades das duas fases
liquidas, viscosidade dos solventes, tensao interfacial, fluxo da
fase mével e didmetro interno das colunas. Os eluentes nor-
malmente utilizados em CGCC, devem ser compostos de um
sistema bindrio, com grande diferenca de polaridade e de den-
sidade e ainda solventes auxiliares com polaridades intermedi-
drias. A polaridade das substincias a serem isoladas determina
o tipo de sistema de solventes a ser utilizado. Uma lista de
solventes otimizados para classes especificas de produtos natu-
rais, publicada por Hostettman et alli?, tem sido de grande au-
xilio na escolha de fases para CGCC. A otimiza¢do do sistema
de eluentes e a escolha do modo de eluigdo (ascendente ou
descendente) é feita com base em cromatografia de camada

QUIMICA NOVA, 19(1) (1996)

delgada, utilizando-se a fase orginica como eluente (caso Rf >
0,5 usa-se como fase mével a orgnica; caso Rf < 0,5 a fase
mével serd a aquosa)®>.

Esta técnica tem se mostrado eficiente para a separagéo de
produtos naturais polares (soliveis em meio hidroalcodlico),
em escala preparativa®$, principalmente por evitar os proble-
mas de adsorgdo irreversivel que se observam na cromatogra-
fia em silica gel, levando a considerdvel perda de massa.

Algumas das vantagens associadas ao uso de CGCC, estdo na
facilidade de operag@o, no pequeno volume e baixo custo dos
solventes utilizados, na possibilidade de injecfio de extratos bru-
tos em quantidades relativamente grandes (4,0 - 6,0 g), e princi-
palmente na recuperacdo completa do material injetado. Além
disso, obtem-se muito boa resolugio na separagdo quando cuida-
dosamente utilizada. Um exemplo de aplicagio da técnica foi a
separagiio de forb6is epiméricos de uma espécie de Croton’.

Apesar de sua relativa popularidade como técnica de sepa-
ragdo de substincias polares, seu uso para a separagio de apo-
lares € ainda bastante restrito. Os solventes ideais para o iso-
lamento de substincias apolares por CGCC sdo baseados em
sistemas ndo-aquosos. No entanto, esses sistemas empregam
na sua maioria, solventes pouco comuns € muitas vezes inade-
quados para deteccdo e recuperagio do soluto (ex.. CH3NO,,
CH,CICH;Cl). Recentemente, iniciamos o emprego de CGCC
para a andlise de extratos lipofilicos conseguindo com sucesso
o fracionamento de triterpenos de Pouteria torta (Mart.) Radlk.
(Sapotaceae), bem como o isolamento de um alcaléide de
Almeidea lilacina St. Hil. (Rutaceae), antraquinonas de
Picramnia glazioviana Engl. (Simaroubaceae), triterpenos
tirucalanos € um alcaléide cantindnico de Simaba cedron
Planchon (Simaroubaceae) e triterpenos quinona-metideos de
Salacia campestris Walp. (Hippocrateaceae).

PARTE EXPERIMENTAL
1. Gerais

A CGCC foi efetuada em um cromatégrafo TOKYO
RIKAKIKAI CO., equipado com 300 colunas de vidro (3,4 X
400,0 mm) conectadas através de tubos de teflon. Os solven-
tes utilizados foram solventes de grau P.A. ou comerciais, tra-
tados no D.Q. - UFSCar.

2. Obtenciio e pré-purificacio dos extratos brutos
O material boténico foi seco em estufa de circulagio de ar

por trés dias a 30° e moido em moinho tipo Willey. Foram
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feitas sucessivas extracdes com CH,Cl, e MeOH para P.
glazioviana e §. cedron, e hexano, CH,Cl, ¢ MeOH para S.
campestris, A. lilacina e P. torta. Os extratos obtidos das trés
primeiras plantas foram trabalhados conforme o esquema 1. De A.
lilacina e P. torta, foram injetados no cromatégrafo para CGCC
os extratos brutos, diclorometénico e hexdnico respectivamente.

PLANTA SECA

1. Extragiio com CH,Cl,
2. Extragio com MeOH

Reunido dos extratos CH,Cl; ¢ McOH
1.Parti¢gio MeOH:H,0 (1:3 v/v)
2. Extragio com CH,Cl,

v v

Parti¢io Hidroalcodlica Parti¢io Diclorometiinica

1.Partigio Hexano:MeOH (1:1)

Partigio Metandlica Partigiio Hexdnica

CGCC

n-Fragdes

Esquema 1. Parti¢do liquido-liquido entre solventes imisciveis.

3. Separagées por CGCC

O sistema de solventes utilizado nas andlises foi Hex:
AcOEt:MeOH:H,O (5:2:4:1 v/v), sendo a fase aquosa desta
mistura a estaciondria e a fase orgdnica a mével ou, no caso de
P. torta, Hex:CH;Cl:CH3CN (10:3:7 v/v) onde a fase superior
foi a mével do sistema. O modo de eluigéo foi portanto ascen-
dente em todos os casos. As amostras foram dissolvidas em
uma mistura (1:1 v/v) das fases mével e estaciondria, filtradas
e injetadas em um reservatério com capacidade de 25 mL.

3.1. Anilise de Almeidea lilacina

O extrato bruto diclorometénico de A. lilacina (3,2 g), foi
injetado no cromatégrafo e eluido com um fluxo de 0,8 mL/
min. A fase estaciondria, contendo pigmentos clorofilicos, foi
recuperada e submetida a cromatografia em Sephadex LH-20
eluida com metanol, de onde se isolou na forma pura o
alcaléide 1 (29,0 mg)*.

3.2. Analise de Simaba cedron

Para o isolamento dos constituintes quimicos de S. cedron,
foram injetados 4,9 g da partigdo hexinica do caule (Esquema
1). Apés a coleta de 98 fragdes (15 mL, 0,7 mL/min) e andlise
por c.c.d., isolou-se dois triterpenos (2 e 3)'! na forma pura. Um
alcal6ide cantindnico (4)'? ficou retido na fase estaciongria e foi
purificado por evaporagio do solvente e recristalizagéo.

3.3. Analise de Picramnia glazioviana

A parti¢do metandélica (1,5 g, Esquema 1) de P. glazioviana,
forneceu, apés eluicdo completa, um total de 126 fragdes (15
mL cada) com fluxo de 0,7 mL/min. Estas fragdes foram mo-
nitoradas por c.c.d., e reunidas em 10 novas fra¢des fornecen-
do duas antraquinonas puras (5 e 6). Ainda ficou retida na fase
estaciondria uma mistura composta de duas outras antraquino-
nas (7 e 8)!%, posteriormente separadas por CLAE.

3.4. Anilise de Salacia campestris

A particdo metandlica das rafzes (4,2 g, Esquema 1) de S.
campestris, foi submetida a CGCC coletando-se 250 fracgoes
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(12 mL, 0,6 mL/min). Andlise por c.c.d. permitiu a reunido
dessas fragbes em 18 novas, das quais a 12 foi identificada
como tingenona (9)'3.

3.5. Analise de Pouteria torta

Injetou-se 1,5 g do extrato hexénico do caule de P. torta no
cromatégrafo e eluiu-se com um fluxo da fase mével de 1 mL/
min. Obteve-se 75 fracdes de 13 mL, que foram analisadas por
c.c.d., RMN'H e 1*C. As fra¢des 2-7 foram caracterizadas como
triterpenos esterificados por 4cidos graxos de cadeia longa (10c¢-
16¢) e as fragbes 12-21 como acetatos de triterpenos pentaci-
clicos (10b-16b). As fragdes mais polares (>40), continham os
alcdois triterpenicos livres (10a-14a, 16a) juntamente com
outros compostos nio caracterizados’.

R)
o [§]
Ry =Ry =OH R3 =Me
Ry =Ry = OH, R3 = CH20H
Ry = O-glic., Ry =OH, Ry =Me
Ry =OH, Rg = O-glic., Ry = Me

LR Y

12420 R;=Mea R;=Me
13412 R =Mep R;~Mea R;=H
14A12 R =H Ry= Mec Rs=Me

18 16
Ria=OH b=0Ac c-o/ﬁ\r{:\a},/
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DISCUSSAO

A literatura referente ao uso de cromatografia de gotas em
contracorrente, apresenta numerosas citagcdes sobre sua utiliza-
¢do na separagdo de substincias polares, principalmente
glicosiladas. Os resultados relatados demonstram que a mesma
se aplica com sucesso também para algumas classes de produ-
tos naturais apolares. O emprego de fases méveis contendo
hexano como um dos solventes, levou a resultados interessan-
tes, pois mesmo partindo de extratos brutos, as substincias
obtidas apresentaram um alto grau de pureza, o que foi com-
provado por CLAE e RMN.

O uso do sistema ndo-aquoso Hex:CH3;CN:CH,Cl, (ascen-
dente) na separagdo dos triterpenos esterificados de Pouteria
torta mostrou a eficiéncia da CGCC em relagdo a cromatogra-
fia em coluna de silica gel. Na CGCC, os triterpenos esterifi-
cados por 4cidos graxos (fracdes 2-7) foram separados dos
esterificados por acetato com uma grande diferenca de tempo
de retencdo (fragdes 12-21). Além disso, houve um fraciona-
mento nitido dos préprios triterpenos esterificados por acetato.
As fragBes 12-21 foram analisadas por RMN, de onde se con-
cluiu que as fragBes iniciais desse grupo eram constituidas
basicamente de acetatos de cicloartano (15b), o-amirina (13b)
e lanostan-7,24-dieno (16b) e as fracGes finais deste grupo
foram enriquecidas em acetato de lupeol (10b) e apresentaram
como compostos minoritdrios os acetatos de taraxasterol (11b)
e pseudo-taraxasterol (12b). Os triterpenos dlcoois foram de-
tectados juntamente com outros compostos ndo identificados
nas fragcdes acima de 55. Esse mesmo extrato, submetido a
cromatografia em coluna Lobar ( silica 60; 40-63 um ), levou a
uma separagdo por tipo de funcionalizagdo no carbono C-3 dos
triterpenos, porém o fracionamento de triterpenos com a mesma
funcionalizagio em C-3 nio foi tdo eficaz quanto por CGCC.

Produtos naturais contendo a fungéo epéxido quase sempre sdo
isolados na forma de diéis quando utilizadas técnicas de cromato-
grafia com fases estaciondrias sélidas dcidas (silica gel e alumina).
No entanto, pdde-se isolar os triterpenos epéxidos 2 e 3 estrutu-
ralmente intactos de Simaba cedron por CGCC utilizando solven-
tes aquosos, porém com fase orginica baseada em hexano.

Finalmente, podemos concluir que CGCC € um método para
separacdes preparativas muito eficiente em estudos fitoquimi-
cos, levando ao isolamento de substincias de diferentes classes
estruturais, e variadas polaridades. Além disso, o uso de CGCC
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conjugada a outras técnicas de separagdo como CLAE ou colu-
nas de Sephadex, mostra-se como um grande trunfo para os
desafios de separagdes que os quimicos de produtos naturais
enfrentam frequentemente.

AGRADECIMENTOS

Ao CNPq, 2 FAPESP e a FINEP pelo apoio financeiro para
a realizagdo desse trabalho.

REFERENCIAS

1. Tanimura, T.; Pisano, J. J.; Ito Y.; Bowman, R. L.;
Science 1970, 169, 54. :

2. Hostettman, K.; Hostettman, M.; Martson, A.;
Preparative Chromathography techniques. Aplication in
Natural Products Isolation, Springer-Verlag; Berlin,

1986, p.80.

3. Martson, A; Hostettman, K.; Nat. Prod. Reports 1991,
391.

4. Kubo, 1.; Matsumoto, A.; J. Agric. Food Chem. 1984,
32, 687.

5. Kubo, 1.; J. Chromatogr. 1991, 538, 187.

6. Kubo, I.; Hanke, F. J.; Marshall, G. T.; J. Lig. Chromatog.
1988, 11, 173.

7. Marshall, G. T.; Kinghorn, A. D.; J. Chromatogr. 1981,
206, 421.

8. Moulis, C.; Wirasutisna, K. R.; Gleye, J.; Loiseau, P.;
Stanislas, E.; Moretti, C.; Phytochemistry 1983, 22,
2095.

9. David, V.; Aplicacdo de Técnicas Cromatogrificas na
Separag@o e Determinacdo de Triterpenos e Hidrocarbo-
netos Presentes nas Flores, Frutos e Xilopédio de Pouteria
torta. Dissertagdo de mestrado. Universidade Federal de
Sdo Carlos, Sdo Paulo, (1993).

10. Kubo, I.; Murai, Y.; Iwang, S.; Soediro, S.; Soelaksono,
S.; Phytochemistry 1992, 31, 1063,

11. Gray, A. I.; Brandari, P.; Waterman, P. G.; Phytochemis-
try 1988, 27, 1805.

12. Ohmoto, T.; Koike, K.; Chem. Pharm. Bull. 1982, 30,
1204.

13. Gunatilaka, A. A. L.; Fernando, H. C.; Kikuch, T,
Tezuka, Y.; Mag. Res. in Chem. 1989, 27, 803.

Publicacdo financiada pela FAPESP

23





