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ResumoResumoResumoResumoResumo

A natureza representa um extraordinário reservatório de novas molé-
culas. Nos últimos anos existe um verdadeiro re-interesse nos programas
de triagem (screnning) pelos produtos naturais como fonte de novos
agentes terapêuticos.  Para se descobrir novos produtos naturais ativos,
a desreplicação dos extratos brutos é de importância capital para que se
possa evitar o isolamento de compostos conhecidos. Neste campo, as
estratégias de triagem química, baseadas em técnicas acopladas como
a cromatografia líquida-detecção ultravioleta (CL-UV-DAD),
cromatografia líquida-espectrometria de massa (CL-MS)  e cromatografia
líquida-ressonância magnética nuclear (CL-RMN) são cada vez mais
utilizadas. No laboratório do Prof. Hostettmann, estes métodos analíticos
foram completamente integrados no processo de isolamento e utilizados
como na triagem química dos extratos brutos em complemento com
ensaios biológicos on-line ou off-line. Neste artigo, possibilidades e
limitações das técnicas acopladas na identificação on-line de produtos
naturais serão abordadas. Devido a grande importância da CLAE-RMN,
uma parte do artigo será dedicada a esta técnica. Em particular várias
maneiras de integração da RMN nos processos de desreplicação.

AbstractAbstractAbstractAbstractAbstract

Nature represents an extraordinary reservoir of novel molecules and there
is currently a resurgence of interest in natural products as a possible
source of new lead compounds for introduction into therapeutical screening
programmes. To discover new bioactive natural products, the dereplication
of crude extracts performed prior to isolation work is of crucial importance
for avoiding the tedious isolation of known constituents. In this respect,
chemical screening strategies based on hyphenated techniques such as
liquid chromatography–ultraviolet photodiode array detection (LC-UV-
DAD), liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), and liquid
chromatography–nuclear magnetic resonance (LC-NMR) are more and
more extensively used. In the laboratory of Hostettmann’s group, these
analytical methods have been fully integrated into the isolation process
and are used for the chemical screening of crude plant extracts, in
complement with online or at-line bioassays, for rapid localization and
identification of new bioactive compounds. In this paper, possibilities
and limitations of hyphenated techniques for online natural product
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identification are discussed. As LC-NMR is playing a
key role in this respect, the main part of the paper is
dedicated to this technique. In particular, various ways
of integrating NMR in the dereplication process are
illustrated.

IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução

O progresso na química de produtos naturais sempre
esteve fortemente ligado ao avanço tecnológico da
química analítica. A caracterização de misturas
complexas de substâncias requer a utilização de técni-
cas modernas de acoplamento, que poderão aumentar
de forma considerável a sensibilidade e a seletividade
da análise estrutural dos compostos de interesse.
Com a introdução dos programas de triagem de alto
desempenho (“high throughput screening”), existe
necessidade urgente do desenvolvimento de
metodologias eficientes, sensíveis e adequadas para
a obtenção de informações visando à determinação
estrutural em linha dos compostos. Na pesquisa de
compostos bioativos de plantas ou de outra origem

natural, a metodologia adotada consiste, unicamente,
no fracionamento bioguiado dos extratos brutos
(HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991). Utilizando-
se este procedimento existe risco de isolamento de
um composto já conhecido por esta atividade biológica.
Além disso, compostos com um grande potencial de
desenvolvimento, que não se mostraram ativos nos
testes biológicos utilizados, serão simplesmente
esquecidos. Com objetivo de economizar tempo,
evitando-se o isolamento de compostos conhecidos,
técnicas hifenadas ou acopladas como CL/UV, CL/
EM e CL/RMN podem ser utilizadas antes do estágio
de fracionamento do extrato (Figura 1).

Essas análises podem ajudar a detectar compostos
com um determinado interesse estrutural e dirigir,
desta forma, o seu isolamento (WOLFENDER;
HOSTETTMANN, 1995). A Figura 2 mostra um
exemplo de configuração experimental utilizada para
o acoplamento das CL/UV/EM e CL/UV/RMN, no
Laboratório de Farmacognosia e Fitoquímica da
Universidade de Genebra.

Figura 1 – Procedimento para obtenção dos princípios ativos de plantasFigura 1 – Procedimento para obtenção dos princípios ativos de plantasFigura 1 – Procedimento para obtenção dos princípios ativos de plantasFigura 1 – Procedimento para obtenção dos princípios ativos de plantasFigura 1 – Procedimento para obtenção dos princípios ativos de plantas
auxil iado por técnicas acopladasauxil iado por técnicas acopladasauxil iado por técnicas acopladasauxil iado por técnicas acopladasauxil iado por técnicas acopladas

Figura 2 – Configuração experimental uti l izada para o acoplamento da CL/Figura 2 – Configuração experimental uti l izada para o acoplamento da CL/Figura 2 – Configuração experimental uti l izada para o acoplamento da CL/Figura 2 – Configuração experimental uti l izada para o acoplamento da CL/Figura 2 – Configuração experimental uti l izada para o acoplamento da CL/
UV/EM e CL/UV/RMNUV/EM e CL/UV/RMNUV/EM e CL/UV/RMNUV/EM e CL/UV/RMNUV/EM e CL/UV/RMN
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Cromatografia Líquida a Alta PressãoCromatografia Líquida a Alta PressãoCromatografia Líquida a Alta PressãoCromatografia Líquida a Alta PressãoCromatografia Líquida a Alta Pressão
Acoplada à Detecção Ultravioleta (CLAcoplada à Detecção Ultravioleta (CLAcoplada à Detecção Ultravioleta (CLAcoplada à Detecção Ultravioleta (CLAcoplada à Detecção Ultravioleta (CL-UV-UV-UV-UV-UV-----
DAD)DAD)DAD)DAD)DAD)

Na última década, a cromatografia líquida de alta
eficiência (CLAE) foi uma das técnicas mais utilizadas
para análise e isolamento de produtos naturais a
partir de matrizes complexas como, por exemplo,
os extratos de plantas. A CLAE tem sido utilizada
de maneira rotineira como “piloto” para o isolamento
em escala preparativa de produtos naturais pela
otimização das condições experimentais, pelo
controle de diferentes frações obtidas durante o
isolamento e pelo controle da pureza final dos
compostos isolados (GRÄNICHER et al., 1994;
NYKOLOV et al., 1993; ARSLANIAN; STERMITZ
1991; KINGSTON, 1979). A utilização de
cromatogramas como a “impressão digital” de uma
determinada amostra, poderá ajudar na identi-
ficação de amostras autênticas e auxiliar na
identificação de possíveis compostos utilizados em
uma adulteração da mesma. O nível de informação
estrutural obtido é limitado pelo tipo de detector
acoplado à CL. Detectores baseados em absorção
de luz ultravioleta (UV), fluorescência, índice de
refração, difração de luz e eletroquímica propor-
cionam uma boa detecção e sensibilidade, porém
pouca ou nenhuma informação estrutural. A introdu-
ção das técnicas de acoplamento tais como CL/UV
equipada com uma rede de detecção por fotodiodos
(CL/UV-DAD) e o acoplamento com a espectro-
metria de massa (CL/EM), proporcionou um real
avanço na identificação estrutural, em linha, de pro-
dutos naturais (LINDON et al., 1997). A CLAE
acoplada com a detecção por fotodiodo tem sido
utilizada há mais de uma década para o estudo da
química de plantas (HOSTETTMANN et al., 1984;
YOSHIMURA et al., 1994; BRAMLEY, 1992).
Atualmente, esta técnica é amplamente empregada
nos laboratórios de pesquisa. Os espectros no UV
dos produtos naturais podem dar informações úteis
sobre a classe de substâncias e, no caso de polife-
nóis, informações sobre a posição das oxigenações
(DUCREY et al., 1995; WOLFENDER;
HOSTETTMANN, 1993). Por exemplo, esta técnica
combinada com a derivatização pós-coluna,
utilizando a adição de reagentes clássicos para o
estudo do deslocamento dos máximos de absorção
no UV, propiciam a identificação de grupamentos
hidroxilas livres na estrutura dos polifenois

(HOSTETTMANN et al., 1984; YOSHIMURA et al.,
1994; BRANLEY, 1992; DUCREY et al., 1995;
WOLFENDER; HOSTETTMANN, 1995; MUELLER-
HARVEY; BLACKWELL, 1991). Os instrumentos
mais modernos possuem bancos de dados com
substâncias de referência, e uma pesquisa automá-
tica pode comparar rapidamente estes dados com
os espectros obtidos, permitindo identificar-se com-
postos conhecidos.

Cromatografia Liquida a Alta PressãoCromatografia Liquida a Alta PressãoCromatografia Liquida a Alta PressãoCromatografia Liquida a Alta PressãoCromatografia Liquida a Alta Pressão
Acoplada a Espectrometria de MassaAcoplada a Espectrometria de MassaAcoplada a Espectrometria de MassaAcoplada a Espectrometria de MassaAcoplada a Espectrometria de Massa (CL-(CL-(CL-(CL-(CL-
MS)MS)MS)MS)MS)

O acoplamento CL/UV tem suas limitações, porém
para classes de compostos naturais UV-ativos, os
avanços importantes na determinação estrutural,
em linha, foram obtidos com o recente acoplamento
entre a CLAE e a espectrometria de massa
(WOLFENDER et al., 1997). De fato, CL/EM é um
dos métodos analíticos mais sensíveis, pois o de-
tector EM possui grande poder de separação de
massas, resultando em alta sensibilidade. Além do
mais, esta técnica tem o potencial de fornecer infor-
mações sobre a massa molecular dos compostos
analisados. Em determinados casos informações
estruturais importantes podem ser conseguidas a
partir dos fragmentos obtidos em experimentos do
tipo EM/EM ou EMn (HOSTETTMANN;
WOLFENDER, 1998). Para a análise de produtos
naturais, as interfaces mais utilizadas em CL/EM
são; ionização química à pressão atmosférica (IQPA)
(BRUINS et al., 1987), “electronspray” (ES)
(WHITEHOUSE et al., 1985) e “termospray” (TSP)
(BLAKLEY; VESTAL, 1983). Cada uma destas
interfaces possui características próprias e uma
gama de aplicações, porém a utilização combinada
das mesmas permite a análise de compostos naturais,
desde apolares até moléculas extremamente polares
(WOLFENDER et al., 1995).     As técnicas de CL/
UV, CL/EM, CL/EM/EM e CL/EMn proporcionam
um grande número de informações úteis porém,
freqüentemente, são insuficientes para a deter-
minação estrutural completa. Pode ser indispensável
o isolamento da substância de interesse a fim de se
obter dados de ressonância magnética nuclear, o
que representa um ponto fraco do processo de iden-
tificação em linha, contrapondo-se algumas vezes,
à eficiência da metodologia que utiliza unicamente
a CL/EM.
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Cromatografia LCromatografia LCromatografia LCromatografia LCromatografia Líííííquida a Alta Pressãoquida a Alta Pressãoquida a Alta Pressãoquida a Alta Pressãoquida a Alta Pressão
Acoplada a ressonância Magnética NuclearAcoplada a ressonância Magnética NuclearAcoplada a ressonância Magnética NuclearAcoplada a ressonância Magnética NuclearAcoplada a ressonância Magnética Nuclear
(CL/RMN)(CL/RMN)(CL/RMN)(CL/RMN)(CL/RMN)

Recentemente foi demonstrado que o acoplamento
CLAE com a ressonância magnética nuclear (RMN)
é possível e eficiente. A CL/ 1H RMN é, de fato,
conhecida depois há mais de 15 anos (WATANABE
et al., 1979), todavia esta técnica não atingiu um
grande sucesso, provavelmente, devido à baixa
sensibilidade. Porém, esta técnica promissora
ganhou um novo interesse com os recentes pro-
gressos no campo do gradiente de pulso e na su-
pressão de solventes, e o grande avanço na con-
cepção de novas sondas e imãs com campos magné-
ticos mais poderosos. A espectroscopia de resso-
nância magnética nuclear de alta resolução (RMN)
constitui-se em um dos principais métodos para se
obter informações estruturais detalhadas de com-
postos orgânicos em solução. Graças ao RMN é
possível em particular, diferenciar isômeros confor-
macionais e óticos. Além disso, a RMN proporciona
informações adicionais para a identificação
completa de uma nova substância (ALBERT, 1995).
Desta forma, a CL/RMN representa uma técnica
de acoplamento poderosa e complementar à CL/
UV e à CL/EM.

O acoplamento direto entre o espectrômetro de
RMN e o sistema CLAE dependeu do desenvolvi-
mento de interfaces especiais chamadas de sondas
a fluxo (“flow probes”), da mesma forma que de
programas informáticos específicos para as duas
técnicas. O primeiro experimento de CL utilizando
imãs supercondutores data década de oitenta
(HAW et al., 1980; ALBERT et al., 1985).  O expe-
rimento pioneiro foi aperfeiçoado com o aumento
da sensibilidade dos espectrômetros de RMN e com
a possibilidade de se realizar análises utilizando
solventes deuterados, o que encareceu bastante
a técnica. Com o objetivo de realizar-se, com su-
cesso, um acoplamento do tipo CL, vários proble-
mas devem ser previamente resolvidos. O primeiro
problema relaciona-se com o limite dinâmico do
instrumento de RMN. Em CL existe a necessidade
de se detectar sinais de metabólitos em baixa
concentração, na presença de sinais de RMN 1H
do solvente utilizado. De fato, a maioria de separa-
ções por CLAE utiliza uma mistura de solventes
binária ou terciária. Com exceção dos sistemas que

utilizam óxido de deutério (D2O), a utilização de
solventes deuterados é relativamente cara para
análises de rotina. A solução para este problema
foi atingida com o desenvolvimento de técnicas de
supressão dos sinais dos solventes. O segundo
problema diz respeito ao volume da sonda de CL/
RMN. A utilização de grandes volumes na sonda
causa um alargamento do pico cromatográfico
provocando, assim, uma perda da resolução.
Durante anos, houve um esforço na tentativa de
diminuir os volumes da célula de detecção da CL.
Volumes na faixa de 200-500 μL necessários para
os imãs de ferro dos RMN 1H clássicos, foram
reduzidos para 40-100 μL no caso dos imãs super-
condutores, (HAW et al., 1980; ALBERT et al.,
1985). O terceiro problema refere-se à comu-
nicação entre o sistema de CLAE e a RMN. Existe
na verdade, a necessidade de sincronização entre
os dois aparelhos, especialmente no caso de uma
análise do tipo fluxo parado (“stop-flow mode”). O
desenvolvimento de programas integrando a CLAE
e a RMN tornou possível esta automatização. O
último problema relaciona-se à baixa sensibilidade
da RMN em relação às quantidades freqüente-
mente separadas utilizando-se a CL/UV e a CL/
EM. A sensibilidade foi aumentada, nos últimos
anos, com o desenvolvimento de sondas a fluxo
contínuo utilizando imãs de alta resolução. Sensibi-
lidades impressionantes foram conseguidas utili-
zando a CL e modo de fluxo parado. Geralmente,
presume-se que durante as análises no modo de
fluxo contínuo (“on-flow mode”) utilizando colunas
de 4,6 mm de diâmetro, o limite de detecção situa-
se em 5 nmols com um aparelho de 500 MHz e a
resolução, entre 1-2 Hz (BEHNKE et al., 1996).
Como mostra a Figura 3, um CL moderno consiste
em um instrumento de alta resolução (400-800
MHz) e um sistema CLAE, equipado de uma válvula
especial para as análises do tipo fluxo parado e
uma sonda CL de fluxo contínuo. O controle do
sistema CLAE é conectado com o sistema de arma-
zenamento de dados do RMN, para a sincronização
das diferentes operações. Um detector sensível
como, por exemplo, um detector UV é acoplado ao
sistema CLAE para desencadear as operações do
tipo fluxo parado. O sistema CLAE deve estar
localizado a 2 ou 3 m de distancia do ímã. Um longo
capilar de poliéter acetona (PEEK) com o menor
diâmetro possível servirá de conexão entre as duas
unidades.
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Figura 3 – Esquema típico de equipamento utilizado para as análises em fluxo contínuo ou paradoFigura 3 – Esquema típico de equipamento utilizado para as análises em fluxo contínuo ou paradoFigura 3 – Esquema típico de equipamento utilizado para as análises em fluxo contínuo ou paradoFigura 3 – Esquema típico de equipamento utilizado para as análises em fluxo contínuo ou paradoFigura 3 – Esquema típico de equipamento utilizado para as análises em fluxo contínuo ou parado
em CL/RMN. O controle da válvula de fluxo parado é realizado pelo computador do sistemaem CL/RMN. O controle da válvula de fluxo parado é realizado pelo computador do sistemaem CL/RMN. O controle da válvula de fluxo parado é realizado pelo computador do sistemaem CL/RMN. O controle da válvula de fluxo parado é realizado pelo computador do sistemaem CL/RMN. O controle da válvula de fluxo parado é realizado pelo computador do sistema
CLAE, que vai acionar a bomba CLAE e a aquisição de dados em RMN. Detalhe mostrando aCLAE, que vai acionar a bomba CLAE e a aquisição de dados em RMN. Detalhe mostrando aCLAE, que vai acionar a bomba CLAE e a aquisição de dados em RMN. Detalhe mostrando aCLAE, que vai acionar a bomba CLAE e a aquisição de dados em RMN. Detalhe mostrando aCLAE, que vai acionar a bomba CLAE e a aquisição de dados em RMN. Detalhe mostrando a
sonda de fluxo contínuo.sonda de fluxo contínuo.sonda de fluxo contínuo.sonda de fluxo contínuo.sonda de fluxo contínuo.

O desenho das sondas de CL é resultante do com-
promisso entre as necessidades da cromatografia e
a RMN. O volume da célula de fluxo tem um tamanho
que permite boas condições tanto de cromatografia
(evitar o alargamento dos picos) quanto de detecção
pela RMN. Para que se possa diminuir de forma signi-
ficativa o volume e manter uma boa sensibilidade, a
bobina RF da sonda CL foi fixada diretamente em
torno da célula de fluxo da sonda. Desta forma,
contrariamente às análises com a RMN convencional,
é impossível girar a amostra no caso da CL. A rotação
aumenta homogeneidade do campo RF da amostra,
porém este fator não é muito importante no caso de
células com pequeno volume, como é o caso das
sondas de CL. É importante ressaltar que os métodos
mais modernos utilizam programas computacionais
que otimizam a homogeneidade do campo, sem haver
necessidade de girar a amostra. A célula de fluxo da
sonda de CL consiste em um tubo de vidro não rotativo
enrolado pela bobina RF e conectado pelas duas
extremidades ao sistema CLAE (Figura 3).

Supressão de solventesSupressão de solventesSupressão de solventesSupressão de solventesSupressão de solventes

Como mencionado anteriormente, um dos principais
problemas da CL é a dificuldade em se observar os
sinais do composto analisado, na presença de uma
quantidade superior de fase móvel. Para contornar
este problema, se deverão suprimir os sinais de
RMN 1H do solvente. A situação se complica no caso
da utilização de uma separação em CL em fase re-
versa, quando se utiliza mais de um solvente proto-
nado e a freqüência de ressonância dos mesmos
muda durante a análise (modo gradiente).  Além
disso, o fluxo contínuo da amostra na bobina do
detector dificulta a supressão de solventes. Cada
solvente é acompanhado de sinais satélites 13C, que
também necessitam sofrer supressão. Estes proble-
mas foram resolvidos com a criação de técnicas
rápidas e eficientes de supressão de solventes
diminuindo, assim, a necessidade de se utilizar sol-
ventes deuterados. Na prática, na aplicação de CL
em fase reversa, D2O é freqüentemente utilizado
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para a preparação da fase móvel, porém deve-se
considerar que 1L de D2O custa cerca de US$ 250.
A supressão dos picos de solventes como acetonitrila
e metanol é relativamente fácil, pois, tais solventes
possuem sinais simples em RMN. Existem várias
possibilidades de se resolver o problema da su-
pressão de solventes. Uma das técnicas baseia-se
na pré-saturação das ressonâncias do sistema de
solvente, que não serão excitadas, pois haverá uma
divisão da transmissão de pulso em diferentes pulsos
de excitação (ALBERT, 1995). A técnica de pré-
saturação não permite a supressão dos sinais
satélites de 13C, que poderão ser muito maiores que
os sinais da amostra e, além disso, requer um tempo
importante de espera (> 500 ms) o que dificulta as
análises do tipo fluxo contínuo. Novas técnicas de
supressão, tais como (“water suppression enhanced
through T1 effects” (OGG et al., 1994)), são muito
mais rápidas e eficientes que as técnicas de pré-
saturação clássicas descritas (SMALLCOMBE et
al., 1995). A técnica WET consiste na utilização de
uma série de pulsos RF seletivos ao solvente com
ângulo variável (“variable-tip-angle-solvent-selective

RF pulses”), onde cada pulso RF seletivo será
seguido de um pulso de gradiente a campo defasado
(“dephasing field gradient pulse; PFG”). Esta
seqüência é associada com o desacoplamento dos
sinais satélites 13C dos solventes. Com este
desacoplamento adicional, os sinais satélites 13C são
deslocados para o interior do pico central sujeitos
assim, a uma simples freqüência de supressão. A
seqüência de supressão completa começará antes
de cada série de aquisições, o tempo necessário
para a supressão de solvente é mínimo (menos que
100 ms) e uma alta qualidade de espectros poderá
desta forma, ser obtida nos dois modos de trabalho,
fluxo contínuo ou fluxo parado. A Figura 4 mostra o
espectro de uma substância antifúngica obtida no
modo fluxo contínuo com e sem supressão de
solventes (WOLFENDER et al, 1997). O sinal
referente ao acetonitrila e aos dois satélites 13C
possui várias vezes, a magnitude dos sinais da
substância de interesse. A aplicação da seqüência
de supressão de solventes WET tornou possível a
obtenção de um espectro de RMN1H de boa
qualidade.

FFFFFigura 4 – Exemplo típico do nível de suprigura 4 – Exemplo típico do nível de suprigura 4 – Exemplo típico do nível de suprigura 4 – Exemplo típico do nível de suprigura 4 – Exemplo típico do nível de supressão de solventes utilizando a seqüência WETessão de solventes utilizando a seqüência WETessão de solventes utilizando a seqüência WETessão de solventes utilizando a seqüência WETessão de solventes utilizando a seqüência WET.....
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Um outro problema ligado à supressão de solventes
aparece nos casos em que os sinais da amostra
possuam a mesma ressonância que a fase móvel.
Estes serão suprimidos junto aos sinais do solvente,
o que poderá causar problemas na análise de um
composto desconhecido. Com o objetivo de detectar
todos os sinais da amostra, uma alternativa a se
adotar é a utilização de dois sistemas de solventes
independentes tais como MeCN:D2O e MeOH:D2O.
A CL/RMN pode detectar qualquer núcleo
magneticamente ativo. Na análise de produtos
naturais os núcleos de maior interesse são o 1H e o
13C. Aplicações nos estudos de metabolismo de fár-
macos mencionam a detecção de 19F e 31P (LINDON
et al., 1997; SPRAUL, et al., 1993; SPRAUL;
HOFMANN, 1995). A detecção direta do RMN13C é
bastante difícil, pois, este elemento existe em
abundância isotópica muito baixa, na natureza.
Porém, alguns pesquisadores desenvolveram uma
detecção indireta do 13C utilizando na CL/RMN a
detecção por polarização dinâmica do 13C
(STEVENSON; DORN, 1994).

Sensibilidade da análise CL/RMNSensibilidade da análise CL/RMNSensibilidade da análise CL/RMNSensibilidade da análise CL/RMNSensibilidade da análise CL/RMN

Um ponto negativo da CL/RMN é a sensibilidade
relativamente baixa, conforme comentado ante-
riormente. Com o objetivo melhorar a relação entre
sinal/ruído (S/N) obtida por RMN, vários parâmetros
podem ser ajustados:

• aumentar a quantidade de amostra.
Geralmente, o volume da célula  CL está
situada entre 60-200 μl com 2 mm de
diâmetro, representando uma boa con-
dição para cromatografia;

• aumentar o campo magnético; freqüên-
cias superiores a 750 MHz para obten-
ção de RMN1H têm sido utilizados;

• aumentar o fator de sensibilidade, utili-
zando bobinas de RMN de alta qua-
lidade;

• trabalhar em baixa temperatura e;
• aumentar a qualidade do pré-ampli-

ficador, ocasionando a diminuição do
ruído de fundo (LINDON et al., 1997).

A obtenção de um campo magnético homogêneo pode
proporcionar o estreitamento das linhas na RMN, o
que também pode melhorar a relação sinal/ruído. A

incorporação de novas técnicas de aquisição de dados
em RMN, tal como a filtragem digital, também pode
contribuir para aumentar a sensibilidade. Combinando
a eletrônica digital com CLAE “microbore”, os limites
de detecção para a caracterização estrutural situam-
se na região de 5 ng em instrumento operando a 500
ou 600 MHz, em uma análise do tipo fluxo parado.
Os limites de detecção absoluta de sinais 1H-13C
utilizando sondas de CL/RMN comerciais de 100 mL
foram estimados com a 3’-desoxi-3’-azidotimidina
(AZT) (PM 252), em aparelho de 500 MHz em modo
de fluxo parado. A relação entre sinal/ruído (S/N)
do H-1 da ribose desta molécula foi utilizada para
definir o limite de detecção. Uma relação S/N de 3,0
foi obtida utilizando 1 μg de AZT após 64 aquisições
(5 min) e 85 ng após uma noite inteira de análise.
Com 21 μg de AZT, foi possível realizar um
experimento do tipo H1-H1 2D TOCSY em 2,6 horas
e todas as correlações possíveis foram obtidas para
um experimento do tipo H1-13C HMQC em uma noite
de análise (SWEATMAN et al., 1995). Uma
estimativa aproximada foi realizada em nosso
laboratório para determinar o limite de detecção de
uma célula de 21 μL utilizando um secoiridóide
glicosilado, a swertiamarina (PM 374). Foi necessária
uma injeção de 20 μg deste composto em coluna para
se obter uma relação S/N de 3 para os prótons
olefínicos H-3 (16 aquisições por 1 min de incre-
mentos). Estes limites podem ser reduzidos com o
tratamento digital apropriado do sinal.

Modo de operaçãoModo de operaçãoModo de operaçãoModo de operaçãoModo de operação

De acordo com o tipo de problema e a sensibilidade
desejada, vários modos de operação podem ser
empregados na CL. Como já mencionado, os modos
de fluxo parado e contínuo podem ser utilizados.
Além disso, várias outras técnicas, tais como “time
slicing” ou as coletas automáticas dos picos para
análise posterior, são também possíveis. O modo
de fluxo contínuo é o mais simples, pois não é ne-
cessária a sincronização entre o sistema CLAE e a
RMN, e pode-se obter uma boa resolução croma-
tográfica. Este modo é limitado pela relativa baixa
sensibilidade. Os espectros de CL são obtidos de
forma contínua durante a separação, gravados com
um número de aquisições e um discreto número de
incrementos. O modo de fluxo contínuo é processado
da mesma forma que um espectro de 2D em RMN.
Uma dimensão do gráfico 2D é representada pela
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escala em ppm característica da RMN e a outra
escala, pelo tempo (ver p. ex. Figura 5). De acordo
com as análises, um número ideal de aquisições e
incrementos, e a resolução em CLAE, devem ser
respeitados. Usualmente, são utilizados valores
entre 4 a 32 aquisições por incremento. Um grande
número de aquisições por incremento pode aumentar
a sensibilidade, porém reduz, concomitantemente,
a resolução em CL. No caso de uma eluição em
modo gradiente, o deslocamento químico dos picos
de solvente muda de acordo com a composição do
mesmo. Para uma supressão efetiva destes sinais,
a ressonância do solvente deverá ser determinada
durante o processo cromatográfico. Uma possível
solução para este problema será realizar a aquisição
de um branco, com o objetivo de guardar a posição
da freqüência de irradiação dos sinais a suprimir, e
utilizar tais valores na análise real. Este método
não é muito preciso e consome muito tempo. Uma
alternativa será realizar uma aquisição simples de
exploração (“scout scan”) antes de cada incremento,
para determinar a freqüência de ressonância do
solvente e, conseqüentemente, realizar a supressão
do mesmo (SMALLCOMBE et al., 1995).

O modo de análise que utiliza o fluxo parado é muito
mais sensível que o modo em fluxo contínuo, e pode
proporcionar diferentes análises do tipo 2D. Porém,
este tipo de operação requer o tempo de retenção
preciso do composto a analisar. A CL poderá ser
conectada a outros detectores como a CL/UV e a
CL/EM (HOLT et al., 1998). Um destes detectores
será conectado antes do instrumento de CL/RMN,
o sinal do composto de interesse poderá controlar
uma válvula especial que vai para o fluxo exatamente
quando o pico do composto estiver no interior da
célula de RMN, graças a um tempo de atraso
previamente calculado. É o tipo de análise que re-
quer um programa computacional para sincronizar
a operação entre a válvula que controla o fluxo e a
aquisição da RMN (Figura 3).

Na prática, é possível se adquirir um certo número
de dados em RMN do cromatograma em questão,
utilizando uma série de paradas de fluxo, sem que
se possa perder a resolução da separação croma-
tográfica, por causa de uma difusão dos compostos
no interior da coluna. O método mais prático para
operação do tipo fluxo contínuo é utilizar uma válvula
coletora de picos integrada ao detector CL. O pico

do composto ou dos compostos que interessam será
coletado sem que o fluxo precise ser parado. Cada
pico será analisado automaticamente em CL após o
término da cromatografia. Em caso de picos
sobrepostos difíceis de serem separados, é possível
se realizar análises de CL em pequenos intervalos
de tempos (“time slicing”) durante a passagem do
composto na célula de análise. Esta técnica pode
proporcionar uma avaliação da pureza de um pico
cromatográfico. Como foi demonstrado a CL pode
ser operada de diferentes maneiras. A estratégia
empregada e o tipo de informação obtida serão
discutidos em vários exemplos aplicados à química
de produtos naturais, especialmente no caso de
metabólitos secundários de plantas.

Aplicações da CL/RMN na química deAplicações da CL/RMN na química deAplicações da CL/RMN na química deAplicações da CL/RMN na química deAplicações da CL/RMN na química de
produtos naturaisprodutos naturaisprodutos naturaisprodutos naturaisprodutos naturais

As aplicações práticas da CL/RMN ainda são raras;
esta nova técnica de acoplamento, até o presente
momento, tem sido utilizada principalmente para o
estudo do metabolismo de fármacos (LINDON et al.,
1997). Por outro lado, algumas aplicações apareceram
no campo da química de produtos naturais. Uma
análise das diferentes aplicações pode dar uma boa
idéia das possibilidades e limitações da CL/RMN neste
domínio. Para ilustrar a técnica, alguns exemplos serão
discutidos aqui. Como esta técnica sozinha, geralmente
não é suficiente para a completa identificação
estrutural das substâncias, em análise, os dados de
CL/EM e CL/UV também serão discutidos.

Experimentos de CL/RMN utilizando fluxoExperimentos de CL/RMN utilizando fluxoExperimentos de CL/RMN utilizando fluxoExperimentos de CL/RMN utilizando fluxoExperimentos de CL/RMN utilizando fluxo
parado na identificação de produtosparado na identificação de produtosparado na identificação de produtosparado na identificação de produtosparado na identificação de produtos
naturaisnaturaisnaturaisnaturaisnaturais

A análise por CL em fluxo contínuo é menos sensível
quando comparada às análises em fluxo parado,
conforme visto anteriormente. Entretanto, pode ser
aplicada com sucesso para a análise de extratos brutos
de plantas ou frações enriquecidas, necessitando de
uma otimização cuidadosa das condições de separação.
O uso de CL/RMN em fluxo contínuo é particularmente
interessante no caso da análise de compostos
majoritários de uma mistura e se sua solubilidade
permitir injeção em CLAE de grande quantidade de
amostra. Praticamente centenas de μg e vários mg de
extratos de plantas ou frações enriquecidas foram
injetadas em colunas de 4-8 mm de diâmetro com
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resultados satisfatórios. Colunas analíticas de 150-250
mm, combinadas com injeções contendo grandes
quantidades de amostra são preferíveis.

Um exemplo de CL/RMN 1H é fornecido pela investigação
de uma fração de planta da Africana, Erythrina vogelii
Hook. F. (Leguminosae), utilizada na medicina tradicional
da Costa do Marfim para tratar infecções cutâneas
(MITSCHER et al., 1987) que possui interessante
atividade antifúngica (QUEIROZ et al. 2002a) . Em uma
análise preliminar, o extrato diclorometânico das cascas
da raiz apresentou uma potente atividade antifúngica
contra Cladosporium cucumerinum. Graças a uma análise
CL/UV preliminar foi possível detectar a presença de
isoflavonas e isoflavononas como substâncias majoritárias
do extrato ativo. Esta observação está de acordo com
exemplos encontrados na literatura em relação à quimio-
taxonomia do gênero Erythrina (TAHARA et al., 1995).

Com o objetivo de identificar rapidamente as substâncias
responsáveis por esta atividade, o extrato foi analisado
por CL/EM alta resolução e CL/RMN.

As condições de cromatografia foram otimizadas para
realizar a análise de CL com a maior massa possível da
amostra. Em uma coluna do tipo C18, a compressão
radial com um diâmetro interno de 8 mm foi escolhida
para a separação, injetando-se 10 mg do extrato bruto.
Uma separação satisfatória foi obtida utilizando-se um
fluxo baixo de 0,1 mL/min, conseguindo-se, também, com
este fluxo um aumento da sensibilidade. Um micro-
fracionamento foi realizado após a CL, desta forma, todos
os picos foram coletados e testados para a atividade
antifúngica utilizando-se o método de bioautografia
direta. Assim, a atividade antifúngica foi relacionada a
três substâncias (Figura 5).

Figura 5 - a) análise CL/UV do extrato CHFigura 5 - a) análise CL/UV do extrato CHFigura 5 - a) análise CL/UV do extrato CHFigura 5 - a) análise CL/UV do extrato CHFigura 5 - a) análise CL/UV do extrato CH22222ClClClClCl22222de de de de de ErErErErErythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii Hook.Hook.Hook.Hook.Hook.     FFFFF. . . . . (L(L(L(L(Leguminosae). Condições CLeguminosae). Condições CLeguminosae). Condições CLeguminosae). Condições CLeguminosae). Condições CLAE: injeção de 50 AE: injeção de 50 AE: injeção de 50 AE: injeção de 50 AE: injeção de 50 μμμμμg, Coluna Nova Pg, Coluna Nova Pg, Coluna Nova Pg, Coluna Nova Pg, Coluna Nova Packackackackack
C18 (150 x 3,9 7 mm); gradiente MeCN/HC18 (150 x 3,9 7 mm); gradiente MeCN/HC18 (150 x 3,9 7 mm); gradiente MeCN/HC18 (150 x 3,9 7 mm); gradiente MeCN/HC18 (150 x 3,9 7 mm); gradiente MeCN/H22222O (10:90 a 100:0 60 min.). b) análise LC/RMN O (10:90 a 100:0 60 min.). b) análise LC/RMN O (10:90 a 100:0 60 min.). b) análise LC/RMN O (10:90 a 100:0 60 min.). b) análise LC/RMN O (10:90 a 100:0 60 min.). b) análise LC/RMN 11111H;H;H;H;H;
condições CLAE injeção de 10 mg, Coluna Nova Pack C18 (100 x 8 mm, 10 mm), fluxo 0.1 mL/min.;condições CLAE injeção de 10 mg, Coluna Nova Pack C18 (100 x 8 mm, 10 mm), fluxo 0.1 mL/min.;condições CLAE injeção de 10 mg, Coluna Nova Pack C18 (100 x 8 mm, 10 mm), fluxo 0.1 mL/min.;condições CLAE injeção de 10 mg, Coluna Nova Pack C18 (100 x 8 mm, 10 mm), fluxo 0.1 mL/min.;condições CLAE injeção de 10 mg, Coluna Nova Pack C18 (100 x 8 mm, 10 mm), fluxo 0.1 mL/min.;
gradiente MeCN/Dgradiente MeCN/Dgradiente MeCN/Dgradiente MeCN/Dgradiente MeCN/D22222O (10:90 a 100:0 em 19hs min. c) microfracionamento e teste antifúngico porO (10:90 a 100:0 em 19hs min. c) microfracionamento e teste antifúngico porO (10:90 a 100:0 em 19hs min. c) microfracionamento e teste antifúngico porO (10:90 a 100:0 em 19hs min. c) microfracionamento e teste antifúngico porO (10:90 a 100:0 em 19hs min. c) microfracionamento e teste antifúngico por
bioautografia direta contra bioautografia direta contra bioautografia direta contra bioautografia direta contra bioautografia direta contra Cladosporium cucumerinumCladosporium cucumerinumCladosporium cucumerinumCladosporium cucumerinumCladosporium cucumerinum.....
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O espectro de CL/RMN 2D em fluxo contínuo obtido
mostrou a presença de sinais característicos de isofla-
vonas e isoflavanonas. Foram observados para cada pico
sinais característicos de prótons aromáticos entre δ 5,9

e 6,4, que foram atribuídos aos prótons do anel-A
oxigenado em posição 5 e 7. As substâncias 11111, 33333 e 44444
apresentaram sinais entre d 4,39-4,57, atribuídos aos
prótons característicos de uma isoflavanona, enquanto
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que os picos 22222, 5-85-85-85-85-8 apresentam um singleto a δ 8,0,
indicativo de uma isoflavona. O pico cromatográfico
equivalente ao composto 11111 apresentou uma forte zona
de inibição no teste antifúngico por bioautografia direta.
Como discutido anteriormente, segundo os dados de
CL/UV e CL o composto 11111 foi identificado como sendo
uma isoflavona. O espectro de CL/EM em alta resolução
(CL/APCIq TOF-EM) exibe um íon molecular a m/z
339.1229 [M+H]+ que indica uma fórmula molecular
de C20H19O5. Os fragmentos a m/z 283.0953 [M-56]+

e m/z 271.1055 [M-68]+ são característicos de perda
de C4H7 e C5H9 a partir de um grupamento prenil
(Figura 6c). A partir da fórmula molecular foi possível
deduzir a presença de três grupamentos hidroxilas em
11111. O espectro de CL/RMN 1H mostrou dois singletos a
δ 6,26 e δ 6,40 atribuídos a dois prótons aromáticos, H-
6 e H-8. Três sinais correspondentes a um sistema ABX
a δ 6,85 (d, J=8Hz) e δ 7,19 (singleto largo s), são
atribuídos aos prótons aromáticos a H-5’, H-6’ e H-2’,
respectivamente no anel B (Figura 6b).

Finalmente, um singleto a δ 7,9 foi atribuído ao próton
H-2. A posição dos três grupamentos hidroxilas foi

deduzida após a análise do espectro UV deslocado
(“UV shifted spectra”), obtido por uma experiência
adicional do tipo derivatização pós-coluna, segundo o
protocolo testado por HOSTETTMANN et al. (1984),
para identificação de grupamentos hidroxilas livres em
flavonas e xantonas. Uma substituição do tipo 5,7 no
anel A foi deduzida a partir dos espectros UV obtidos
após a adição de AlCl3 e NaOAc (MARKHAM; MABRY,
1975). O deslocamento batocrômico das bandas II com
AlCl3 indica a formação de um complexo entre o
grupamento hidroxila em posição 5 e o grupamento
carboxila em 4. Por outro lado, os deslocamentos das
bandas I e II com a base fraca (NaOAc) sugerem a
presença de um grupamento hidroxila em C7 e em
C4’, as posições mais ácidas da molécula (Figura 6d).
O espectro de EM/EM obtido em condições de
dissociação induzida por colisão (CID), apresentou um
fragmento a m/z 153.0446 [A1]

+ resultante de uma
clivagem do tipo retro-Diels Alder (RDA), que confirma
a presença de dois grupamentos hidroxila no anel A
(WARIDEL et al., 2001). O composto foi identificado
como isowighteona, uma isoflavona prenilada conhecida
pela atividade antifúngica (DAHIYA et al., 1984).
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Utilizando a mesma estratégia empregada na iden-
tificação de 1, outras 7 substâncias puderam ser
identificadas (Figura 7). Todavia, se em alguns casos
a identificação dos compostos foi parcial, as diferentes
informações espectroscópicas obtidas conduziram ao
isolamento guiado de várias substâncias novas
(ATINDEHOU et al., 2002; QUEIROZ et al., 2002b).

Figura 7 – Substâncias identificadas doFigura 7 – Substâncias identificadas doFigura 7 – Substâncias identificadas doFigura 7 – Substâncias identificadas doFigura 7 – Substâncias identificadas do
extrato CHextrato CHextrato CHextrato CHextrato CH22222ClClClClCl22222 de  de  de  de  de ErErErErErythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii ythrina vogelii Hook. FHook. FHook. FHook. FHook. F.....
(Leguminosae)(Leguminosae)(Leguminosae)(Leguminosae)(Leguminosae)

Experimentos de CL/RMN para aExperimentos de CL/RMN para aExperimentos de CL/RMN para aExperimentos de CL/RMN para aExperimentos de CL/RMN para a
identificação de produtos naturaisidentificação de produtos naturaisidentificação de produtos naturaisidentificação de produtos naturaisidentificação de produtos naturais

A CL/RMN pode ser utilizada com eficiência para

obtenção de informações estruturais, baseadas no
espectro de RMN 1H de compostos presentes em
extratos de plantas ou em frações enriquecidas.
Entretanto, esta técnica pode ser de grande utilidade
quando os picos de misturas simples são difíceis de
separar, tais como compostos isoméricos do tipo cis,
trans ou estruturas semelhantes. Um problema desta
natureza foi encontrado durante o isolamento de
secoridóides glicosilados de Jamesbrittenia fodina
Wild (Scrophulariaceae) (COGNE et al., 2003). A
análise CL/UV/EM do extrato bruto revelou a pre-
sença de dois pares de isômeros a m/z 699 [M+H]+

(1a1a1a1a1a e 1b1b1b1b1b) e m/z 669 [M+H]+ (2a 2a 2a 2a 2a e 2b2b2b2b2b) (Figura 8).
Rapidamente, iniciou-se a purificação destes
compostos, porém a análise por CLAE dos compos-
tos purificados mostrava a presença da mistura
inicial. Com o objetivo de se obter mais informações
sobre a estrutura destes compostos, uma análise
CL foi realizada com cada mistura. Uma boa separa-
ção foi conseguida utilizando-se uma mistura de
MeCN:D2O como fase móvel (gradiente 25:75 a
30:70 em 30 min) em uma coluna C18 Symmetry.
Foram necessários 240 μg da amostra para se atingir
uma sensibilidade adequada.

Figura 8 – Análise CL/UV/ESI-EM do extratoFigura 8 – Análise CL/UV/ESI-EM do extratoFigura 8 – Análise CL/UV/ESI-EM do extratoFigura 8 – Análise CL/UV/ESI-EM do extratoFigura 8 – Análise CL/UV/ESI-EM do extrato
metanólico de metanólico de metanólico de metanólico de metanólico de Jamesbrittenia fodinaJamesbrittenia fodinaJamesbrittenia fodinaJamesbrittenia fodinaJamesbrittenia fodina Wild Wild Wild Wild Wild
(Scrophulariaceae), utilizando uma coluna(Scrophulariaceae), utilizando uma coluna(Scrophulariaceae), utilizando uma coluna(Scrophulariaceae), utilizando uma coluna(Scrophulariaceae), utilizando uma coluna
Symmetry C-18 (25x3.9 mm, 5 Symmetry C-18 (25x3.9 mm, 5 Symmetry C-18 (25x3.9 mm, 5 Symmetry C-18 (25x3.9 mm, 5 Symmetry C-18 (25x3.9 mm, 5 μμμμμm de diâmetro,m de diâmetro,m de diâmetro,m de diâmetro,m de diâmetro,
WWWWWaters), gradiente metanol:Haters), gradiente metanol:Haters), gradiente metanol:Haters), gradiente metanol:Haters), gradiente metanol:H22222O (28:72 a 46:54O (28:72 a 46:54O (28:72 a 46:54O (28:72 a 46:54O (28:72 a 46:54
em 30 min, 46:54 a 62:38 em 16 min, 62:38 aem 30 min, 46:54 a 62:38 em 16 min, 62:38 aem 30 min, 46:54 a 62:38 em 16 min, 62:38 aem 30 min, 46:54 a 62:38 em 16 min, 62:38 aem 30 min, 46:54 a 62:38 em 16 min, 62:38 a
100:0 em 14 min), injeção de  50 100:0 em 14 min), injeção de  50 100:0 em 14 min), injeção de  50 100:0 em 14 min), injeção de  50 100:0 em 14 min), injeção de  50 μμμμμg, fluxo 1 mL/g, fluxo 1 mL/g, fluxo 1 mL/g, fluxo 1 mL/g, fluxo 1 mL/
minminminminmin Espectro UV foi obtido entre 200 e 400 nm. Espectro UV foi obtido entre 200 e 400 nm. Espectro UV foi obtido entre 200 e 400 nm. Espectro UV foi obtido entre 200 e 400 nm. Espectro UV foi obtido entre 200 e 400 nm.
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Os espectros de CL/RMN 1H de 2a2a2a2a2a e 2b2b2b2b2b mostraram
uma grande similaridade entre o par de isômeros,
pois mostraram multipletos entre δ 2,20 e δ 2,60, e
um grande número de sinais entre δ 3,20 e δ 5,20
sugerindo a presença de um ou dois açúcares. Entre-
tanto, a presença de grupamento metila (δ 1,1)
sugere que um dos açúcares seja a ramnose
(ANDARY et al., 1982). Um sinal em δ 3,82 sugere
a presença de um grupamento metoxila. Sete sinais
entre δ 5,8 e 7,8 foram atribuídos à presença de um
ácido cinâmico. O espectro no UV obtido na análise
CL/UV/EM confirma esta hipótese, com absorções
características desse tipo de substituição
(WALDRON et al., 1996). Dois sinais a δ 7,01 (2H,
δ, J=8,8 Hz) e δ 7,61 (2H, d, J=8,2 Hz) em 2a2a2a2a2a e δ
6,89 (2H, d, J=8,8 Hz) e δ 7,50 (2H, d, J=8,8 Hz)
em 2b2b2b2b2b podem ser atribuídos a um anel aromático
para-dissubstituído. A única diferença entre os
espectros de 2a2a2a2a2a e 2b2b2b2b2b diz respeito aos sinais
atribuídos à dupla ligação do ácido cinâmico: δ 7,72
(1H, d, J=15,9 Hz) e d 6,42 (1H, d, J=15,9 Hz) são
característicos de uma dupla ligação trans no caso

de 2a2a2a2a2a, enquanto que em 2b2b2b2b2b, os dois dubletos a δ
7,04 (1H, d, J=12,6 Hz) e δ 5,84 (1H, d, J=12,6
Hz) são típicos de uma dupla ligação cis (Figura 8).
A mistura dos compostos 2a2a2a2a2a/2b2b2b2b2b foi submetida às
análises clássicas 1D e 2D NMR em CD3OD. As
análises RMN 2D (gCOSY, gHMBC e gHSQC)
confirmaram a presença de dois açúcares, identi-
ficados como α-ramnose and β-glucose, assim como
do ácido cinâmico. O espectro de RMN 13C mostrou
a presença de sinais δ 55,77 para 2a2a2a2a2a e δ 55,89 para
2b 2b 2b 2b 2b atribuídos a grupamentos metoxilas. Para ambos
os compostos 2a2a2a2a2a/2b2b2b2b2b, os sinais restantes consistem
em 9 carbonos e 10 prótons, que foram atribuídos
através das análises de RMN 2D a uma aglicona do
tipo catalpol (AGABABYAN et al., 1982). Os
compostos 2a2a2a2a2a e 2b2b2b2b2b foram identificados como o cis
e trans do 6-O-[4–O-(4-metoxicinamoil)-α-L-
raminopiranosídeo]catalpol, respectivamente. A
forma trans  foi previamente descrita por
AGABABYAN et al. (1982) isolada de Verbascum
georgicum BENTH. (Scrophulariaceae).

Figura 9 – Análise de CL/RMN em fluxo parado dos compostos 2a e 2b (em MeCN:DFigura 9 – Análise de CL/RMN em fluxo parado dos compostos 2a e 2b (em MeCN:DFigura 9 – Análise de CL/RMN em fluxo parado dos compostos 2a e 2b (em MeCN:DFigura 9 – Análise de CL/RMN em fluxo parado dos compostos 2a e 2b (em MeCN:DFigura 9 – Análise de CL/RMN em fluxo parado dos compostos 2a e 2b (em MeCN:D22222O)O)O)O)O)
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Os compostos 1a/1b são similares a 2a/2b exceto
pela substituição da parte correspondente ao grupo
cinamoila. 1a e 1b foram identificados, utilizando-
se a mesma estratégia como sendo as formas trans
e cis do 6-O-[4–O-(3,4-dimetoxicinamoyl)-α-L-
raminopranosídeo]catalpol, respectivamente. A
forma trans foi previamente descrita por MYASE et
al. (1991) a partir de Buddleja japonica HEEML.
(Buddlejaceae).

ConclusãoConclusãoConclusãoConclusãoConclusão

Como demonstrado nos exemplos acima a CL em
combinação com outras técnicas acopladas como a
CL/UV e a CL/EM proporciona uma análise rápida
de produtos naturais em misturas complexas. Um
grande número de informações sobre o conteúdo
do extrato pode ser obtido graças às informações,
em linha. De acordo com as informações estruturais
obtidas, é possível guiar o isolamento de um deter-
minado composto novo ou se identificar um composto
já conhecido. O uso inteligente das técnicas acopla-
das pode acelerar, de forma considerável, a procura
de novos compostos.O estudo químico dos extratos
utilizando as complexas técnicas de acoplamento
gera um grande número de informações. Com o
objetivo de racionalizar este método e ampliar o
número de amostras analisadas em curto espaço
de tempo, o próximo desafio será encontrar maneira
de centralizar as informações, para a rápida identi-
ficação de compostos conhecidos a partir de infor-
mações compostos de referência. Os químicos de
produtos naturais devem concentrar seus esforços
no desenvolvimento de novos alvos biológicos, sendo
que estes representam o aspecto de maior
dificuldade na procura de novos princípios ativos.
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