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ANALYSIS OF EXTRACTS OF PLANTS BY TLC: A METHODOLOGY APPLIED IN THE
“ORGANIC CHEMISTRY” DISCIPLINE. Extracts of the regional plants Annona squamosa and
Annona muricata were analysed by silica gel thin-layer chromatography using adequate systems
of solvents and spray reagents. Carbohydrates, amino acids, alkaloids, flavonoids and terpenoids
were detected in both species. These data agree with those on the literature about phytochemis-

try of the Annonaceae.
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INTRODUCAO

O tépico “andlise de misturas” é abordado normalmente, a
partir de uma mistura hipotética ou na prética a partir de uma
mistura artificial preparada com substancias puras. O método
geral comumente empregado na andlise consiste em separar os
componentes e identificd-los posteriormente utilizando reagdes
de classe'. Vale ressaltar que torna-se impossivel apresentar
em um livro texto uma gama de processos que sejam aplica-
veis sem modificaciio & grande variedade de combinagdes de
misturas que podem ser fornecidas. A falta de mais livros tex-
tos e a dificuldade de aquisi¢do dos existentes pelos alunos
levou ao desenvolvimento de uma metodologia para o estudo
de andlise de misturas na disciplina Quimica Orgénica III. O
programa desta disciplina no curriculo de Bacharelado e Li-
cenciatura em Quimica da Universidade Federal do Piaui in-
clui o estudo dos tépicos: andlise de misturas, critérios de
pureza e o uso da espectrometria no UV, TV, RMN e massas
na identificagdo de estruturas de substancias orginicas. Neste
curso o topico *“andlise de misturas” foi abordado utilizando-se
como exemplo extratos de plantas regionais.

Inicialmente, duas espécies vegetais de distribui¢do ampla
no Estado do Piaui foram escolhidas para estudo: Annona
squamosa (ata) e Annona muricata (graviola), ambas perten-
centes a familia Annonaceae e com estudos fitoquimicos ji
relatados na literatura®*’. Escolheu-se para andlise espécies
desta familia em fungédo de serem ricas em metabdélitos perten-
centes aos vdrios grupos fitoquimicos, pois o ojetivo, além da
aplicagdio da extragdo liquido-liquido, foi a obtengdo de um
perfil cromatogrifico em camada delgada de silica dos diver-
sos extratos visando a investigaciio de carboidratos, dcidos
aminados, alcaldides, flavonéides e terpendides.

EXPERIMENTAL

Procedimentos Experimentais Gerais: As placas cromato-
grificas foram preparadas utilizando camadas de 0,25 mm de
uma mistura (25 g) de 3:1 de silica gel 60 (artigo 7731) ¢
silica PF,s44366 (artigo 7748), ambas da Merck, suspensa em
aproximadamente 50 mL de dgua. A solugdo de sulfato cérico
foi preparada a partir de 2,1 g de Ce(SO4)2.5H,0 dissolvido
em 15 mL de H,SO4 concentrado e adicionado a 800 mL de
dgua. O reagente Dragendorf foi preparado a partir de 0,85 g
de nitrato de bismuto Bi{NO3)3.4H,0 dissolvido em 40 mL de
H,0 e 10 mL de icido acético glacial, seguido por adi¢do de
8 g de iodeto de potdssio dissolvido em 20 mL de dgua. A

560

solugdo de ninidrina foi preparada a partir 30 mg de ninidrina
(CyHgOy), dissolvida em 10 mL de n-butanol, seguido por adi-
cdo de 0,3 mL de 4cido acético glacial. A solugiio de anisalde-
fdo foi preparada pela adicio de 0,5 mL de anisaldeido
(CgHz0;) em 9 mL de etanol (95%), 0,5 mL de H,SO4 concen-
trado e 0,1 mL de dcido acético glacial. As placas borrifadas
com solugdo de sulfato cérico, ninidrina ou anisaldeido foram
aquecidas por 5-10 minutos.

Material Vegetal: Folhas de ata (Annona squamosa) foram
coletadas no bairro Monte Castelo-Teresina-PI e folhas de
graviola (Annona muricata) no sitio Recreio, Br 316, Km 22,
Teresina-PI. As exsicatas destes espécimens encontram-se depo-
sitadas no Herbdrio Graziela Barroso com os niimeros 9482 e
9435 respectivamente ¢ foram identificadas pelos professores:
Airan Silva Lopes e Francisco Mauricio Teles Freire.

Descrigdo da Metodologia: Para execugiio da metodologia
proposta, a turma foi dividida em quatro equipes constituidas
cada uma por no médximo trés alunos. Duas equipes, uma com
folhas de graviola e a outra com folhas de ata seguiram o es-
quema | e as outras duas 0 esquema 2.

As equipes que trabalharam seguindo o esquema | tiveram
como objetivo obter para as duas espécies, um perfil cromatogra-
fico do extrato etandlico e das fracdes decorrentes deste apds
extragio liquido-liquido, enquanto que o objetivo das equipes que
procederam segundo o esquema 2 foi a aplicagiio da extracio com
solventes quimicamente ativos na obtengfio de alcaldides®, bem
como a obtengdo do perfil cromatogrifico das fases alcaloidicas e
organicas neutras decorrentes desta extragio” ¥,

Os extratos obtidos mediante esquema | foram concentra-
dos, pesados e analisados por cromatografia em camada delga-
da comparativa de silica utilizando os seguintes sistemas de
solventes: hexano/acetato de etila (8:2), cloroférmio/metanol/
hidréxido de amdnio (95:5:0,5) e cloroférmio/metanol/dgua
(65:30:5). As placas foram reveladas com solugdo de sulfato
cérico para investigagdo de substincia de natureza terpenoidica
e tlavonoidica e com reagente Dragendorf para investigagfo de
alcaléides™!’. As fases butandlica e aquosa foram ainda sub-
metidas a cromatografia comparativa em placa de silica eluida
com cloroférmio/metanol/dgua (5:4:1) e revelada com ninidrina
para investiga¢do de dcidos aminados e, com n-butanolicido
acético/éter etilico/dgua (9:6:3:1) revelada com anisaldeido,
para investigagdo de carboidratos™!®!!,

Os extratos obtidos mediante esquema 2 foram concentra-
dos, pesados e analisados por cromatogratia em camada delga-
da comparativa de silica. As placas realizadas com o extrato
bruto e fases alcaloidicas foram eluidas com cloroférmio/
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| Material vegetal I

1) Extrair 3x com EtOH
2) Fittrar

b |

Torta Ext. EtOH

1) Concentrar
2) Suspender em EtOHMH0 (1:2)
3) Extrair 3x com hexano

F. hexanica F. hidroalcodlica

1) Evaporar

2) Suspender sm MeOH a quente
3) Resiriar

4) Filtrar

Extrair 3x com AcOEt

F. AcOEt F. hidroalcodlica

Material graxo F. MeOH Extrair 3x com n-BuOH

F. n-BuOH F. aquosa

Esquema 1. Fluxograma da extragdo liguido - liguido.

graxo

F. alcaloidica 1l F. aquosa alcalina

Esquema 2. Fluxograma da extragdo dos alcaldides.

metanol/hidréxido de am6nio (95:5:0,5) e como reveladores foi
usado irradiagio UV (254 e 356 nm) e reagente Dragendorf
para investigacio de alcalSides™'", O extrato bruto e as fases
organicas neutras (material graxo, metandlica e acetato de etila)
foram ainda submetidas a cromatografia comparativa em pla-
cas de silica eluidas com hexano/acetato de etila (8:2), e clo-
roférmio/metanol/dgua (65:30:5) reveladas com solugio de
sulfato cérico para investigacido de substincias de natureza
terpenoidicas e flavonoidicas respectivamente.

RESULTADOS

Os resultados obtidos pelos alunos foram apresentados atra-
vés de relatérios e expostos na forma de painéis a fim de pos-
sibilitar maior discussdo entre os grupos. As equipes que tra-
balharam seguindo o esquema | observaram que o extrato bru-
to, fase metan6lica e, em intensidade menor, o material graxo
apresentaram manchas résea e azul em placa eluida com
hexano/acetato de etila (8:2) e revelada com solugdo de sulfato
cérico. Isto sugeriu a presenga de substincias de natureza
terpenoidica. Ao compararem os resultados da placa com estes
extratos versus o padrio da mistura dos esteréides distribuidos
amplamente na natureza (estigmasterol e sitosterol) utilizando o
mesmo sistema de solventes constataram que estas substincias
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estdo presentes na ata porém nio na graviola, Observaram,
também, que as fases acetato de etila, butandlica e aquosa
apresentaram manchas amarelas e cinzas em placa eluida com
cloroférmio/MeOH/dgua (65:30:5) e revelada com solugdo de
sulfato cérico. A cor cinza sugeriu a presenca de aglcares ¢ a
amarela de flavondides. A presenga de agiicares foi confirmada
por eluigdo de placa destes extratos em n-butanol/dcido acético/
éter etilico/dgua (9:6:3:1) e revelacio com solucdo de
anisaldeido. Entre as cores observadas, a azul (Ry~0,47) e ver-
de (R~0,55) sugeriram a presenca de ribose e ranminose res-
pectivamente”’. Observaram ainda que a fase aquosa ¢ em ex-
tensdo menor, a fase butanélica apresentaram manchas pirpura
e amarela em placa eluida com cloroférmio/MeOH/4gua (5:4:1)
e reveladas com solugdio de ninidrina. O aparecimento destas
cores é indicativo da presenga de dcidos aminados, sendo que
a cor amarela deve ser relativa a prolina conforme padrio uti-
lizado. Finalmente observaram que as fases acetato de etila ¢
butanélica apresentaram manchas alaranjadas em placa eluida
com cloroférmio/MeOH/NH4OH (95:5:0,5) e revelada com
reagente Dragendorf, sugerindo a presenga de alcaldides.
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As equipes que trabalharam seguindo o esquema 2 observa-
ram que as fase alcaloidicas apresentaram manchas alaranjadas
em placas eluidas com clorotérmio/MeOH/NH4,OH (95:5:0,5)
¢ reveladas com reagente Dragendort confirmando a presenga
de alcaléides. Ao utilizarem o padrdo da liriodenina, um
alcaléide oxoaporfinico distribuido amplamente em plantas da
familia Annonaceae e facilmente identificado pela coloragio e
fluorescéncia amarela intensa apresentada em placas reveladas
no visivel e ultravioleta respectivamente, foi possivel evidencia-
lo apenas na ata. Observaram também, que a fase orgénica
neutra (acetato de etila) apresentou manchas amarela e cinza
quando eluida com cloroférmio/MeOH/dgua (65:30:5) e reve-
ladas com solugdio de sulfato cérico, sugerindo a presenca de
flavondides e carboidratos respectivamente. Evidenciaram tam-
bém a presenca de substincias de natureza terpenoidicas quan-
do as placas realizadas com as fases orginicas neutras (mate-
rial graxo e fase metanélica) foram eluidas com hexano/acetato
de etila (8:2) e reveladas com solugdo de sulfato cérico. Con-
firmaram inclusive os resultados observados pelas equipes que
trabalharam seguindo o esquema | no que se referiu i presenga
da mistura de estigmasterol e sitosterol somente na ata. Estes
resultados estdio consistentes com os dados relatados na litera-
tura relativos 2 fitoquimica de Annonaceae'?

CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida mostrou-se bastante eficiente,
uma vez que possibilitou ao aluno adquirir familiaridade com as
técnicas de extragdo liquido-liquido com solventes reativos e nio
reativos e com a cromatografia em camada delgada. Além disso,
forneceu informagdes sobre a polaridade das substincias exis-
tentes nos diversos extratos, bem como sobre a constitui¢io
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quimica da planta. Finalmente, a metodologia desenvolvida, além
de incentivar os alunos para iniciagfo cientifica, forneceu uma
boa base para aqueles que pretendem trabalhar na 4rea de pro-
dutos naturais.
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