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ABSTRACT - (A method for separation of common constituents of plant waxes by
means of thin layer chrométography). A method for thin layer chromatographic
separation of classes of common constituents of plant waxes is described. A
device 1is -suggested, which enables the simultaneous development of up to 12
plates for preparative work.

RESUMO - (Método para separacao de constituintes comuns de ceras vegetais por
cromatografia em camada delgada). Descreve-se um método para separagao de
classes de constituintes comuns de ceras vegetais por cromatografia em camada
delgada. Um dispositivo que permite o desenvolvimento simultaneo de até 12
placas para trabalhos preparativos é apresentado.
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INTRODUGAXO

Virios métodos foram propostos para a separagao das
classes de constituintes mais comuns de <ceras vegetais por
cromatografia em placas de- gel de silica. Um deles (Tulloch 1976)
recomenda o emprego de cloroférmio como fase mével e acido
sulflirico 50% com aquecimento a 110°C para a visualizagdo das
manchas no cromatograma. Outro método (Moyna e Garcia 1983)
propoe duas migragoes, uma delas com um sistema mais polar de
solventes (MeOH - CHCl3, 2:98) e outra com um sistema apolar
(éter de petrbleo-benzeno, 80:20)., A visualizagao é feita também
mediante carbonizagao dos constituintes com H2S04 . Embora estes
métodos sejam eficientes para a separagao da maior parte das
fragoes constituintes das ceras, eles mostram alguns
inconvenientes: a) nao temos conseguido a separagao de ésteres,
cetonas e B-dicetonas com o emprego de cloroférmio como fase
mével; b) o segundo dos métodos acima exige duas migragoes; c) a
visualizagao é feita segundo um método destrutivo (inconveniente
para fins preparativos), mediante o uso de um agente extremamente
corrosivo.

0 presente artigo propoe um método alternativo para a
separagao das fragoes biossinteticamente derivadas de acidos
graxos, comumente presentes em ceras vegetais. Propoe-se, além
disso, o emprego de um dispositivo que perm1te o desenvolv1mento
simultaneo de varias placas cromatograflcas em anidlises
preparativas, além de sistema cromatografico para isolamento de
triterpendides.
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METODOS

Foram empregadas placas de vidro de 20x17,5 cm e 2 mm
de espessura, recobertas com uma camada de 0,25 mm de espessura
de gel de silica G Typ 60 (Merck), impregnadas com fluoresceina
sédica 0,02% (Stahl 1969) e previamente ativadas a 1052C. 2 ul de
solugoes cloroférmicas a 0,5% de substancias-modelos, ao lado de
16 Ul de uma solugao cloroformica de uma mistura contendo 0,5% de
cada uma dessas substancias, foram depositados sobre as placas
cromatograficas. Empregaram-se as seguintes substancias-modelos:
n-tetracosano (alcano), hexadecanoato de triacontila (éster), 16-
hentriacontanona (cetona), tritriacontano-16,18-diona (B-dice-
tona), 16-hidroxi- hentrlacontano (alcool secundarlo) n-triacon-
tanol (alcool prlmarlo) dcido triacontandico (4cido graxo) além
da fragao de aldeidos da cera foliar de cana-de- aglicar., Efe-
tuou-se uma migragao de 15 cm com o sistema ciclohexano: CHC13
(73:27) em cuba Desaga, previamente supersaturada. A visualizagao
realizou-se a luz natural e a luz UV de ondas longas.

2 Wl de solugao cloroférmica a 0,5% de acido ursélico,
isolado da cera foliar epicuticular de Tocoyena brasiliensis
Mart. (Salatino et al. 1985) foram depositados sobre placas cro-
matograficas semelhantes as acima descritas, porém sem impregna-
Gao com fluoresceina sodica. Foi feita uma migragao de 15 cm com
o sistema CHCl3 : Et20: AcOEt (30:40:40) em cuba Desaga, previa-
mente supersaturada. As placas foram nebulizadas com solugao de
fluoresceina sédica 0,2 % ou solugao clorofdrmica saturada com
SbC13. No primeiro caso, apés nebulizagao, as placas foram postas
a secar em local escuro, e visualizadas a luz natural e a luz UV
de ondas longas. No segundo caso, as placas foram aquecidas em
estufa a 1102C.

Placas cromatograficas foram colocadas em um dispositi-
vo de ago inoxidavel (Figuras 1 e 2) que comporta até 12 placas
como as acima descritas. O dispositivo com as placas foi introdu-
zido em cuba Desaga, revestida internamente com papel de filtro,
contendo em seu interior o sistema de solventes. O dispositivo
foi colocado de tal forma que as placas ficassem sobre o solven-
te, sem contato com ele. O sistema foi deixado em saturagao por
15 min., apbés o que as placas foram baixadas para iniciar a mi-
gragao. Foram realizadas analises de derivados de acidos graxos e
também anadlises de acido ursélico.

Andlises comparativas foram feitas para testar a sensi-
bilidade dos métodos de visualizagao com fluoresceina-UV e carbo-
nizagao com acido sulfirico, cromatografando-se quantidades cres-
centes de hexadecanoato de triacontila (0,1lg a 10g).

RESULTADOS E DISCUSSXO

A tabela 1 relaciona os Rfs observados. Os dados reve-
lam a total separacao de todos os compostos analisados.

Nas placas impregnadas com fluorescelna, as substancias
sao visualizadas a luz natural como manchas rdseas sobre um fundo
amarelo. A luz UV, a visualizacao é feita com uma sensibilidade
muito maior, destacando-se os constituintes como manchas mar-
rom-avermelhadas sobre um fundo verde-amarelado. Isto é valido
para todas as fungoes analisadas, derivadas de acido graxo, exce-
to os acidos carboxilicos propriamente ditos, que aparecem como
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TABELA 1. Rfs de substancias-modelos de classes de constituintes
comuns de ceras vegetais. Adsorvente: gel de silica G Typ 60
(Merck); fase mével: ciclohexano-CHC1l3 (73:27); visualizagao: luz
UV de ondas longas.

Substancia RE
n-Tetracosano (alcano) 0,73
Hexadecanoato de triacontila (éster) 0,50
l6-Hentriacontanona (cetona) 0,43
Tritriacontano-16,18-diona (B-dicetona) 0,39
Aldeidos* 0,34
l6-Hidroxi-hentriacontano (4lcool secunddrio) 0,18
Triacontanol (&lcool priméario) 0,07
Acido triacontanéico (dcido graxo) 0,01

- . ,
* fragcao da cera foliar de cana-de-agucar

manchas alaranjadas. Os triterpendéides, como o acido wursélico,
nao sao visualizados com tanta nitidez, aparecendo como uma area
mais clara sobre o fundo verde-amarelado. Isso mostra que a fluo-
resceina interage de modos diversos com diferentes classes de
substancias, resultando manchas de distintos aspectos nos croma-
togramas. A sensibilidade da visualizagao do hexadecanoato de
triacontila com o emprego de fluoresceina sédica é pelo menos dez
vezes maior que aquela obtida por carbonizagao com H250; (limites
de detecgao 0,1 pg e 1,0 pg, respectivamente). Para fins prepara-
tivos, a eluigcao dos componentes separados pode ser feita sem ne-
nhum inconveniente com CHC13, pois a fluoresceina é insoldvel
neste solvente. Embora nao tenha sido submetido a um teste quan-
titativo, a nossa experiéncia com o gel de silica GF254 tem mos-
trado que este material propicia uma sensibilidade de visualiza-
cao dos compostos das ceras ainda menor que a técnica por carbo-
nizacgao com H2SO0y4 .

A anidlise cromatografica do acido ursdélico resultou num
cromatograma com uma mancha de Rf=0,45. A visualizagdao sendo 1in-
satisfatdria com fluoresceina-UV, pode ser realizada com reagen-
tes indicados para terpendides, como o SbCly . Para fins prepara-
tivos, contudo, uma vez localizada inequivocamente a zona do ter-
pendide (com o emprego de SbCl4 ), pode-se facilmente detecta-la
nas placas com fluoresceina, através da zona mais clara a luz UV.
Outros terpendides, como o uvaol, sao visualizados de modo idén-
tico ao acido ursélico, embora apresentem Rf distinto.

0 emprego do dispositivo porta-placas propicia a obten-
cao de cromatogramas com caracteristicas idénticas aos obtidos de
modo convencional.
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Figura 1. Dispositivo de ago inoxidavel para colocagao de até 12 placas croma-
tograflcas de 20 cm x 17,5 cm x 2 mm em uma cuba normal (Desaga). Dimensoes em
milimetros.

Figure 1. Stainless steel device for the placement of up to twelve 20 cm x

17,5 cm x 2 mm chromatographic plates in a normal chamber (Desaga) . measures in
millimeters.

¥ : m . o2 T : .
Figura 2. Dispositivo de ago inoxidavel com varias placas cromatograficas.

Figure 2. Stainless steel device with several chromatographic plates.



Método cromatografico 5
REFERENCIAS

MOYNA, P. & DELLACASSA, E. 1983, Chemical composition of oat seed epicuticular
wax, J. Sci. Food. Agric. 34: 209-211,

SALATINO, A., SALATINO, M.L.F., AMARAL, M. C.E. do, ROQUE, N.,F, & VILEGAS, W.
1985. Ceras epicuticulares de las superficies adaxial y abaxial de hojas de
dicotiledoneas del cerrado brasilero. Medio ambiente 7: 15-20.

STAHL, E. 1969. Thin layer chromatography. cpringer Verlag. Berlin,

TULLOCH, A.P. 1976. Chemistry of waxes of higher plants. In P.E. Kolattukudy

ed. Chemistry and biochemistry of natural waxes. Elsevier, Amsterdam, p.
275-279.



