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Existem muitas hipóteses em ciência que estão erradas. Isso é perfeitamente 

aceitável, elas são a abertura para achar as que estão certas. (Carl Sagan) 
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Resumo 

 

Cerca de metade dos fármacos usados actualmente na clínica quotidiana 

derivam de um produto natural. 

Os produtos naturais estão a ganhar uma maior importância na investigação 

de novos fármacos antimicrobianos devido ao aumento das resistências a este tipo de 

fármacos, derivado ao mau uso, tanto no humano como no veterinário. 

De modo a combater este problema de saúde pública mundial, a pesquisa de 

novas moléculas com actividade antimicrobiana é actualmente um tópico de pesquisa 

muito relevante. 

Por forma a diminuir o tempo e dinheiro gasto na pesquisa destas moléculas 

recorre-se cada vez mais a técnicas cromatográficas hifenizadas, como é exemplo a 

cromatografia liquida-espectrometria de massa. 

Estas técnicas associam uma ou mais técnicas de separação analíticas, como 

a cromatografia gasosa, com um ou mais detectores dos compostos a analisar 

(analitos) separados, como por exemplo o espectrómetro de massa. 

No presente trabalho apresentam-se algumas das técnicas cromatográficas 

mais recentes utilizadas na pesquisa de novas moléculas com actividade 

farmacológica antimicrobiana. 

 

Palavras Chave:  

Cromatografia, Antimicrobianos, Técnicas Hífenizadas, Produtos Naturais 
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Abstract 

 

Currently, about half the pharmaceuticals used in everyday clinics derive from 

a natural product. 

Natural products are gaining relevance in the research of novel antimicrobial 

drugs due to the increase in the microbial resistance to these type of drugs, especially 

as a consequence of their incorrect use, human and animal. 

To overcome this world public health problem, research on new antimicrobial 

molecules is currently a very relevant research topic. 

As a way to reduce the amount of time and money spent in the research of 

these molecules, the use of hyphenated chromatographic techniques, such as liquid 

chromatography-mass spectrometry, is increasing. 

These techniques combine one or more analytical separation techniques, 

such as gas chromatography, with one or more compound detectors, such as the mass 

spectrometer. 

In this work we present some of the new chromatographic techniques used in 

the research of new molecules with antimicrobial pharmacological activity. 

 

Keywords:  

Chromatography, Antimicrobial, Hyphenated Techniques, Natural Products 
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Abreviaturas 

 

AC - Configuração absoluta (do inglês Absolut Configuration). 

APCI - Ionização químca a pressão atmosférica (do inglês Atmosferic 
Pressure Chemical Ionization). 

CE - Electroforese capilar (do inglês Capilar Electrophoresis). 

DNA - Ácido desoxirribonucleico (do inglês Deoxyribonucleic Acid). 

ECD - Dicroismo circular electrónico (do inglês Electronic Circular Dicroism). 

ESI - Ionização por electrospray (do inglês Electrospray Ionization). 

FAB - Bombardeamento atómico rápido (do inglês Fast Atomic Bombardment). 

GC - Cromatografia gasosa (do inglês Gas-Chromatography). 

HIV - Vírus da imunodeficiência humana (do inglês Human Immunodeficiency 
Virus). 

HPLC - Cromatografia Líquida de alta pressão (do inglês High Pressure Liquid 
Chromatography). 

IV - Via endovenosa (do inglês Intra Venous). 

LC - Cromatografia líquida (do inglês Liquid-Chromatography). 

MS - Espectrometria de massa (do inglês Mass Spectrometry). 

NCEs - Novas entidades quimicas (do inglês New Chemistry Entities). 

NMR - Ressonância magnética nuclear (do inglês Nuclear Magnetic 
Resonace). 

OR - Rotação óptica (do inglês Optical rotation). 

RAM - Resitência antimicrobiana. 

RPC - Cromatografia de fase reversa (do inglês Reverse Phase 
Chromatography). 

RP-HPLC - Cromatografia Líquida de alta pressão de fase reversa (do inglês 
Reverse Phase –High Pressure Liquid Chromatography). 

SFC - Cromatografia supercrítica (do inglês Supercritical Fluid 
Chromatography). 

TLC - Cromatografia de camada fina (do inglês Thin Layer Chromatography). 

Tr  - Tempo de retenção. 

UPLC - Cromatografia liquida de ultra performance (do inglês Ultra 
Performance Liquid Chromatography). 

UV - Ultra Violeta. 
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Introdução 

 

A relação entre o ser humano e os produtos naturais, derivados de plantas, 

animais ou outros organismos vivos, sempre foi fundamental, uma vez que há milhares 

de anos que os utilizamos como alimento, vestuário, abrigo, combustível e até como 

protecção para o sobrenatural, assim como cura para os males do corpo e alma. As 

plantas, fonte de alimento e de oxigénio, foram, durante milénios, a base dos 

medicamentos usados para o tratamento de praticamente todos os tipos de patologias.  

Actualmente, cerca de 85% dos medicamentos administrados em todo o 

mundo são remédios tradicionais à base de plantas [McIntyre, 2011], sendo por isso, 

fundamental compreender e investigar os seus constituintes, de modo a perceber a 

origem da sua eficácia. 

A eficiência de diversos produtos naturais já foi avaliada e certificada 

cientificamente, como é o caso do alho na circulação e do tomilho nas infecções 

(Samuelsson, 2004]. Aliás, muitas das importantes descobertas da medicina e muitos 

dos fármacos mais potentes têm origem natural, como é o caso da penicilina 

(descoberta no bolor do pão), a digoxina (obtida da digitálica) e a aspirina (obtida do 

ulmeiro) [Samuelsson, 2004]. 

Como tal, a investigação sobre o valor medicinal dos produtos naturais está a 

ser aprofundada em todo o mundo, pois os cientistas procuram novos tratamentos 

para todo o tipo de patologias, desde doenças degenerativas, cardíacas, oncológicas, 

passando pela procura de novos fármacos antimicrobianos, uma vez que a resistência 

a este tipo de compostos está a tornar-se um enorme problema de saúde pública, 

sendo cada vez maior o número de microrganismos resistentes aos actuais fármacos 

[Goodman, 2010]. 

Uma vez que os produtos naturais têm matrizes muito complexas, sendo 

muito ricos em variadíssimos compostos, são, cada vez mais, necessárias novas 

técnicas para a separação dos diversos constituintes, que muitas vezes se encontram 

em quantidades vestigiais [Annis, 2007]. 

A técnica utilizada por excelência, na separação dos constituintes dos 

produtos naturais, é a cromatografia [Skoog, 1996]. 
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Desta forma, é importante fazer um pequeno e exíguo compêndio sobre esta 

técnica, para posteriormente descrever sucintamente alguns antimicrobianos e novas 

técnicas cromatográficas na pesquisa de novos antimicrobianos. 
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Cromatografia 

 

A palavra cromatografia surge do grego, significando cor (chroma) e escrever 

(grafia), e tornou-se um método importante de separação a partir de 1903, quando foi 

desenvolvida pelo botânico Mikhail Semenovich Tsweet. É um processo de separação 

de amostras complexas, entre uma fase móvel – eluente – e uma fase estacionária – 

adsorvente. A fase estacionária pode ser um sólido ou um líquido depositado num 

sólido inerte, empacotada numa coluna ou espalhada numa superfície, formando uma 

fina camada. A fase móvel é a que se desloca por dentro ou por cima da fase 

estacionária, transportando com ela o analito [Skoog, 1996]. 

A cromatografia pode ser definida como uma técnica em que os compostos 

de uma mistura são separados dependendo da velocidade com que são transportados 

através de uma fase estacionária, por um líquido ou gás da fase móvel [Krull, 2012]. 

Esta técnica tem inúmeras aplicações, desde a separação de componentes 

relativamente voláteis, como purificações de produtos farmacêuticos, proteínas, 

esteróides, entre outras [Krull, 2012]. 

 

Classificação dos processos cromatográficos  

Visto que todos os processos cromatográficos se baseiam no facto de uma 

mistura de componentes a separar se repartir em maior ou menor proporção entre 

uma fase estacionária (fixa) e uma fase móvel, existem vários princípios para se 

classificar o tipo de cromatografia. Na Tabela 1 apresentam-se os diversos critérios 

para a sua classificação, que incluem o tipo de suporte, o modo de separação, a 

natureza da fase móvel, o objectivo da separação, a composição da fase móvel e o 

modo de preparação [Labvirtual, 2014]. 
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Tabela 1: Critérios para classificar os diferentes tipos de cromatografias [Labvirtual, 

2014] 

Tipo de suporte 
Coluna 

Planar (papel, placa) 

Modo de separação 

Adsorção 

Partição 

Permuta iónica 

Exclusão de tamanhos 

Afinidade 

Natureza da fase móvel 

Cromatografia gasosa (GC) 

Cromatografia liquida (LC) 

Cromatografia supercrítica (SFC) 

Objectivo da separação 
Analítica 

Preparativa 

Composição da fase móvel 
Isocrática 

Gradiente 

Modo de operação 

Análise frontal 

Análise por deslocamento 

Eluição 

 

 

Modo de separação 

De acordo com a classificação através do modo de separação, tem-se em 

conta os processos físicos e químicos entre os componentes da mistura e as duas 

fases. Como tal, dentro desta categoria estão: 

Cromatografia de adsorção: baseia-se na separação entre os vários 

constituintes da mistura e ocorre devido às diferentes interacções intermoleculares, 

tais como as forças de Van der Waals e as pontes de hidrogénio, entre a fase 

estacionária e a fase móvel (líquida ou gás). A fase estacionária, por sua vez, pode ser 

sílica gel, alumina ou celulose [Skoog, 1996]. 

Cromatografia de partição: a separação dá-se devido às diferenças de 

solubilidades entre a fase móvel (líquida) e a fase estacionária (líquida). A fase 

estacionária é constituída por uma substância inerte, insolúvel e hidratada, através da 
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qual flui a fase móvel. Esta fase consiste num solvente não miscível com o líquido da 

fase estacionária, que contém a mistura a separar. 

Cromatografia de permuta iónica: neste tipo de cromatografia iões da fase 

estacionária são trocados com iões da fase móvel, ocorrendo a separação dos 

diversos constituintes da amostra. A afinidade entre os iões da fase móvel e o suporte 

é controlada através do pH ou pela força iónica do eluente. 

Cromatografia de exclusão molecular: como o próprio nome indica, os 

compostos são separados devido ao seu tamanho molecular. Sendo assim, moléculas 

grandes não penetram no interior do suporte – fase estacionária –  e movem-se mais 

rapidamente pela coluna, tendo um tempo de retenção menor (tr- tempo que um 

composto demora até sair da coluna), ao contrário das moléculas mais pequenas, que 

ao fazerem um percurso maior apresentam um tempo de retenção maior. 

Cromatografia de afinidade: ocorre uma ligação específica e reversível entre o 

soluto e um ligando que está imobilizado na fase estacionária. O ligando utilizado é 

uma pequena biomolécula específica para o tipo de composto que se pretende isolar. 

Uma vez que esta técnica se baseia em ligações específicas é utilizada 

preferencialmente para separar produtos biológicos, como enzimas, anticorpos e 

receptores hormonais, quando misturados em matrizes complexas de produtos 

semelhantes, mas que estabelecem ligações químicas específicas com determinados 

receptores. 

Natureza da fase móvel 

Quando se pretende separar substâncias voláteis recorre-se, normalmente, a 

GC, em que os compostos são arrastados por um gás inerte (hidrogénio, hélio, azoto 

ou árgon), através de uma fase estacionária. A fase estacionária pode ser um sólido 

ou um líquido, onde ocorre a separação pelos métodos previamente mencionados. O 

cromatógrafo, instrumento analítico que permite analisar diversos compostos numa 

amostra, tem acoplado um detector, originando um registo dos tempos de eluição dos 

diversos componentes da amostra e respectivas áreas dos picos – cromatograma. 

Se o analito se encontra na forma líquida, a técnica mais utilizada será a LC, 

que é utilizada tanto para fins analíticos, como para fins comerciais [Skoog, 1996]. 

Neste caso, a fase móvel é obrigada a percorrer a coluna devido a uma acção externa, 

que pode ser a gravidade – cromatografia de baixa pressão – ou uma força mais 
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intensa, gerada por uma bomba – cromatografia de alta pressão (HPLC). Tal como no 

caso do GC, no final da cromatografia também se obtém um cromatograma. 

A polaridade da fase estacionária, na LC, também vai originar uma nova 

classificação, isto é: sempre que a fase estacionária é mais polar que a fase móvel a 

cromatografia líquida é denominada de cromatografia em fase normal, caso contrário 

denomina-se de cromatografia de fase reversa [Skoog, 1996] 

Modo de operação 

A técnica mais usual é a cromatografia de eluição. Neste caso o eluente flui 

continuamente através da coluna, e à entrada da coluna, rapidamente, é injectada 

uma mistura. Devido às diferentes propriedades físicas e químicas, os compostos 

presentes na mistura saem a diferentes tempos da coluna – tr, originando o 

cromatograma. 

Na cromatografia por deslocamento, a amostra é introduzida, tal como na de 

eluição, rapidamente no topo da coluna, mas neste caso a fase móvel terá que ter um 

composto com grande afinidade para a fase estacionária, que será mais fortemente 

adsorvido que qualquer um dos compostos da mistura. Os compostos da amostra vão 

sendo sucessivamente arrastados através da coluna, formando zonas de 

concentração constantes. Neste caso o cromatograma originado terá o aspecto de 

degraus [Skoog, 1996]. 

Se a amostra for introduzida continuamente no eluente, a cromatografia será 

designada por frontal. Neste caso, à medida que a fase móvel percorre a coluna, os 

constituintes da mistura vão-se distribuindo pelas duas fases, e emergem da coluna a 

tempos diferentes, quando o adsorvente fica saturado. 

Aplicações da cromatografia: 

Análise qualitativa 

Esta técnica é essencialmente utilizada para detectar a presença ou ausência 

de determinados componentes numa mistura, desde que as amostras não sejam muito 

complexas e os compostos a detectar sejam conhecidos. Para determinar a 

composição de misturas complexas recorre-se, normalmente, às técnicas hifenizadas, 

em que um espectrómetro de massa (MS) ou um detector de ultravioleta (UV) é 

acoplado ao cromatógrafo, de modo a conseguir identificar as várias espécies 

presentes [Skoog, 1996] 
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Análise quantitativa 

Comparando a área do pico de um padrão, num cromatograma, com a área 

do pico originado por um composto é possível determinar a quantidade presente nessa 

amostra [Skoog, 1996]. 

Com o desenvolvimento informático e tecnológico tornou-se possível a 

evolução de técnicas hifenizadas, em que diversos tipos de detectores são acoplados 

a um cromatógrafo, como um detector de ultravioleta ou um espectrometro de massa. 

Também foi possível o desenvolvimento de colunas cromatográficas mais sensíveis e 

específicas para diferentes classes de compostos [Krull, 2012]. 

Analisando os diversos tipos de cromatografia é, portanto, fácil perceber a 

importância desta técnica na análise e separação de diversos produtos naturais, entre 

os quais os que apresentam actividade antimicrobiana. 
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Antimicrobianos 

 

As infecções humanas são causadas por diversos tipos de microrganismos – 

parasitas, vírus, bactérias e fungos. Podem provocar o aparecimento de doença, ou ter 

uma manifestação subclínica, que dependerá da interacção agente-hospedeiro, 

podendo, em alguns casos, a cura ocorrer espontaneamente, isto é, quando o 

organismo hospedeiro encontra meios de erradicar a bactéria, ou provocar vários 

graus de morbilidade (insuficiências respiratórias em pneumonias) e mortalidade 

[Oswald, 2004]. 

Se a doença infecciosa se manifestar na sua forma mais grave, será 

necessário recorrer à hospitalização, para monitorização e/ou administração 

parentérica da medicação.  

Com a descoberta dos primeiros antibióticos, considerada, na época, a última 

grande descoberta a nível farmacêutico, foi possível tratar muitas das doenças 

bacterianas, o que permitiu uma enorme melhoria na saúde pública, assim como o 

aumento da esperança média de vida e a qualidade de vida, pois as morbilidades 

associadas às doenças bacterianas diminuíram [Abramowicz, 2014;  Cunha, 2012]. 

Antibiótico é uma substância que interage com organismos uni ou 

pluricelulares (bactérias), que causam infecções num organismo. Podem causar a 

morte ou inibir o metabolismo celular das bactérias, assim como impedir a sua 

reprodução, permitindo que o sistema imunológico do organismo hospedeiro possa 

combater com mais eficácia a infecção bacteriana [Brody, 1994]. 

Alexander Fleming, em 1928, descobriu acidentalmente um antibiótico natural, 

produzido por um fungo (o bolor do pão) que inibiu o crescimento de uma cultura de 

Staphylococcus. Como o fungo que produziu a nova substância se designava 

Penicillium chrysogenum, Flemimg denominou-o de penicilina. Em 1941, após 

comprovada a sua eficácia na terapêutica humana e a sua baixa toxicidade, foi o 

primeiro antibiótico a ser comercializado [Brody, 1994]. 

Embora exista uma enorme variedade de antimicrobianos disponíveis, a 

erradicação total das doenças infecciosas não é total, nem é previsível que o seja, 

uma vez que os microrganismos têm a capacidade de se adaptarem a meios adversos 

e criarem resistências aos agentes antimicrobianos que os “combatem” 

[Abramowicz, 2004]. 
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Para que uma molécula tenha eficácia antimicrobiana é necessário que na 

célula alvo existam receptores para que a molécula de fármaco se possa ligar, de 

modo a impedir, por exemplo, a sua replicação e, desta forma, não seja possível a 

entrada do antimicrobiano na célula alvo, uma vez que a maior parte das ligações 

entre o fármaco e o seu receptor se dá em locais no interior da célula; onde ocorrem 

ligações bioquímicas entre o fármaco e um ou mais compostos celulares 

imprescindíveis à vida da célula microbiana [Brody, 1994]. 

Devido à utilização inadequada e desnecessária dos antimicrobianos 

verificou-se um aumento das resistências a estes fármacos, uma vez que as células 

destes microrganismos criaram mecanismos de defesa, como por exemplo as bombas 

de efluxo, que diminuem o tempo de permanência do medicamento dentro da célula 

alvo, diminuindo a sua eficácia. No entanto e de modo geral, cada tipo de 

microrganismo tem o seu antimicrobiano específico [Abramowicz, 2014]. 

 

Antibacterianos 

Os antibióticos são a classe de antimicrobianos mais utilizada mundialmente. 

De elevada importância, tanto para a saúde pública, como economicamente, dividem-

se em variadas classes, consoante a estrutura química associada [Cunha, 2012] 

Se o composto celular que fica “bloqueado” pelo antibiótico impede apenas a 

sua divisão, a bactéria não morre, apenas não se divide. Neste caso o antibiótico 

diz-se bacteriostático [Goodman, 2010]. 

Se o composto celular inibido pelo antibiótico provoca a morte da bactéria 

(por lise ou outro mecanismo), o fármaco diz-se bactericida [Goodman, 2010]. 

Apresenta-se, de seguida, a tabela 2 com as várias classes de antibióticos e 

exemplos com as respectivas estruturas quimicas, segundo Abramowicz, (2014). 
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Tabela 2: Estrutura química de cada classe de antibiótico [Abramowicz, 2014].  

Classe de antibiótico Estrutura química 
Data de 

isolamento/síntese 

Β - lactâmicos 

 

Penicilina – isolada 

do bolor do pão em 

1928 

 

Aminoglicosídeos  

Gentamicina 

Purificado da 

Micromonospora 

purpurea em 1964 

Macrólidos 

Eritromicina 

Isolado da 

Streptomyces 

erythreus em 1952 

Quinolonas  

Ciprofloxacina 

Sintetizado em 1983 

a partir da 

norfloxacina 

Sulfanolidas  

Sulfadiazina 

Sintetizado em 1941 

a partir da 

sulfonamida 

Clorofenicol 

 

Isolado em 1947 de 

Streptomyces 

venezuelae 

Tetraciclina  

 

Sintetizada em 1962 

a partir da 

clortetraciclina 

Isoniazida 

 

Sintetizada em 1912 

a partir do ácido 

isonicotínico 

 

http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_erythreus&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_erythreus&action=edit&redlink=1
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ec/Erythromycin.png
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Tabela 2: Estrutura química de cada classe de antibiótico [Abramowicz, 2014] (cont.).  

Classe de antibiótico Estrutura química 
Data de 

isolamento/síntese 

Rifampicina 

 

Isolada em 1963 a 

partir de 

Streptomyces 

mediterranei 

Estreptomicina 

 

Isolada em 1943 a 

partir de 

Streptomyces 

griseus 

Vancomicina 

 

Isolada na década 

de 50 a partir de 

Amycolaptosis 

orientalis 

Nitrofurantuína 

 

Sintetizada em 1938 

a partir do 

nitrofurfural 

substituido.  

 

β-Lactâmicos 

Os antibióticos da classe dos β-lactâmicos possuem um mecanismo de acção 

e efeitos adversos semelhantes entre si, diferindo nas propriedades farmacocinéticas e 

no espectro de acção. Todos os fármacos deste grupo inibem a formação da parede 

celular da bactéria, sendo por isso bactericidas [Goodman, 2010] 

Têm em comum um anel beta lactâmico e são agrupados em quatro 

subclasses diferentes: penicilinas, cefalosporinas, monobactamos e carbapenemes 

[Cunha, 2012]. 

 

http://www.google.pt/imgres?imgurl=http://www.iqb.es/cbasicas/farma/farma04/formulas/rifampicina.jpg&imgrefurl=http://www.iqb.es/cbasicas/farma/farma04/r016.htm&h=343&w=548&tbnid=USmTh0Ca80hwfM:&zoom=1&docid=mUEx4r5Wo_e0AM&ei=jINrU6nsIOSO0AXmwoGYCg&tbm=isch&ved=0CGsQMygJMAk&iact=rc&uact=3&dur=1059&page=2&start=9&ndsp=14
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Penicilinas 

A penicilina G é extremamente rápida e eficaz, e é o menos tóxico dos 

antibióticos. Continua a ser a primeira escolha na maioria das infecções provocadas 

por espiroquetas e cocos. Deve ser reservada para as espécies que lhe são sensíveis 

e em regimes profiláticos [Cunha, 2012]. 

As aminopenicilinas são resistentes ao ácido gástrico e com um espectro de 

acção semelhante ao da penicilina G. Nesta subclasse, a mais utilizada oralmente é a 

amoxicilina. Como esta subclasse é sensível às lactamases, que destroem o anel beta 

lactâmico, inactivando o antibiótico é comum a associação de um inibidor das β-

lactamases, como o ácido clavulâmico. No entanto, esta associação amoxicilina-ácido 

clavulâmico tem bastantes efeitos a nível gastrointestinal, impedindo o aumento de 

dose nas infecções pneumocócicas, como seria ideal [Cunha, 2012]. 

Isoxazolilpenicilinas 

A subclasse das isoxazolilpenicilinas é resistente às penicilinases (bactérias 

que desactivam as peniclinas), sendo por isso preconizado o seu uso exclusivamente 

no tratamento de infecções causadas por estafilococos produtores de penicilinases. 

Um exemplo desta subclasse é a flucloxacilina [Goodman, 2010]. 

Ureidopenicilinas 

As mais conhecidas das ureidopenicilinas são a azlocilina, a mezlocilina e a 

piperacilina. Têm um bom espectro de acção em relação às bactérias gram-negativo, e 

são utilizadas normalmente em associação com antibióticos de outras classes 

terapêuticas [Infarmed, 2014]. 

Cefalosporinas 

Todas as cefalosporinas são activas contra a maioria dos coccos gram-

positivos e muitos dos bacilos gram-negativos e são muitas vezes prescritos a doentes 

alérgicos a penicilinas [Cunha, 2012]. 

Nesta subclasse os fármacos são classificados por gerações (1ª a 4ª), 

consoante o seu espectro de acção e actividade contra as bactérias. As cefalosporinas 

de primeira geração são mais resistentes às beta-lactamases e podem ser 

administradas oralmente, como a cefradina, ou então por via endovenosa (IV), como a 

cefazolina [Goodman, 2010]. 
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As cefalosporinas de segunda geração perdem actividade em relação às 

bactérias gram-positivo, mas ganham em relação às bactérias gram-negativo, como é 

o caso da cefoxitina. As cefalosporinas de terceira geração, além de terem um 

espectro de acção alargado para bactérias gram-negativas, são também resistentes às 

beta-lactamases. São reservadas normalmente para uso hospitalar [Cunha, 2012]. 

Monobactamos 

Esta subclasse, monobactamos, tem apenas um antibiótico para uso 

terapêutico, que é o aztreonam, sendo o único beta-lactâmico exclusivo para bactérias 

gram-negativas aeróbias. Não tem no entanto vantagens em relação a outros 

antibióticos com o mesmo espectro de acção [Goodman,2010]. 

Carbapenemes 

Esta subclasse tem um espectro de acção muito alargado, tanto para 

bactérias gram-positivas como gram-negativas. O primeiro carbapeneme disponível 

para uso foi o imipenem, que desempenha um papel chave no tratamento de infecções 

não tratadas prontamente com outros antibióticos [Goodman, 2010]. 

Cloranfenicol e Tetraciclinas 

O cloranfenicol, embora tenha toxicidade hematológica, é a primeira escolha 

em caso de abcessos cerebrais por bactérias anaeróbias, para a febre tifóide ou 

sempre que uma febre escaro-nodular necessite de tratamento IV [Infarmed, 2014]. 

Entre as tetraciclinas, a mais utilizada é a doxiciclina. Esta classe de 

antibióticos é a primeira escolha em caso de cólera, peste, brucelose, riquetsioses, 

infecções por Chlamydia e por Mycoplasma [Infarmed, 2014]. 

Esta classe de fármacos inibe a subunidade 30S ribossomal, impedindo a 

síntese proteica e consequentemente parando a replicação celular [Goodman, 2010]. 

Aminoglicosídeos 

Esta classe de antibióticos tem um largo espectro contra as bactérias gram-

negativas aeróbias e também contra o Staphylococcus aureus. Não são absorvidos 

por via oral e têm também o inconveniente de serem nefro e ototóxicos. São utilizados 

em associação com os beta-lactâmicos. O mais utilizado é a gentamicina, usado no 

tratamento inicial de quadros sépticos graves [Goodman, 2010]. 
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Tal como as tetraciclinas, esta classe liga-se à subunidade 30S ribossomal, 

impedindo a síntese proteica [Goodman, 2010]. 

Macrólidos 

O primeiro antibiótico desta classe a ser introduzido no mercado foi a 

eritromicina, que continua a ser o macrólido de referência. É utilizado principalmente 

em infecções causados por estreptococcos e difteria. As guidelines indicam macrólidos 

para o tratamento da doença do Legionário. Tem havido um acréscimo nas 

resistências a esta classe de antibioterapia, nomeadamente no tratamento de 

pneumonias primárias [Cunha, 2012]. 

A eritromicina liga-se à subunidade 50S ribossomal, inibindo a síntese de 

proteínas, que dependendo da concentração de fármaco e da estirpe bacteriana, pode 

levar ao impedimento da replicação celular ou mesmo à morte da bactéria 

[Goodman, 2010]. 

Sulfanolidas 

A sulfadiazina é uma sulfamida utilizada no tratamento de meningite 

meningocócica e o trimetropin é utilizado no tratamento de infecções urinárias 

recorrentes, principalmente em pediatria [Goodman, 2010]. 

Estes antibióticos são bacteriostáticos, uma vez que impedem o metabolismo 

do ácido fólico [Goodman, 2010]. 

Quinolonas 

O exemplo típico desta classe é a ácido nalidíxico, no entanto pouco utilizado 

hoje em dia. As quinolonas são utilizadas principalmente em bactérias gram–negativas. 

A ciproflozacina é considerada a que tem uma maior actividade antimicrobiana 

intrínseca [Infarmed, 2014]. Têm a grande adversidade de os organismos ganharem 

facilmente resistência a este grupo. 

Esta classe inibe a actividade da enzima topoisomerase II, essencial à 

sobrevivência da célula [Goodman, 2012]. 

Outros antibacterianos 

Existem alguns antibióticos que não se conseguem classificar em nenhuma 

das classes anteriores e que são únicos nas suas características, e por isso juntaram-

se todos num só grupo. 
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Como exemplo a nitrofurantoína, com grande relevância no tratamento de 

infecções urinárias, sem afectar a flora bacteriana endógena [Goodman, 2010]. Esta 

molécula inibe a acetil co-enzima A, impedindo o normal funcionamento do RNA 

bacteriano, conduzindo à morte da célula. Em altas concentrações também actua a 

nível do DNA bacteriano, impedindo a replicação celular [Goodman, 2010]. 

Outro exemplo bastante utilizado a nível hospitalar é a vancomicina, usada no 

tratamento de infecções graves em doentes com hipersensibilidade à classe mais 

utilizada, que são os beta-lactâmicos, e também para casos em que existem 

resistências às outras opções terapêuticas [Cunha, 2012]. Este fármaco impede a 

síntese da parede celular, provocando a morte celular [Goodman, 2010]. 

Antituberculosos 

Ao contrário das outras infecções bacterianas, a tuberculose tem uma 

evolução que decorre ao longo de mais tempo, e como tal o tratamento nunca deve 

ser inferior a 6 meses, e nunca é feito apenas com um antibiótico, mas com três  

classes diferentes de antibióticos. Neste caso os antibióticos de primeira linha são a 

estreptomicina (aminoglicosídeo), o etembutol (bacteriostático, de mecanismo não 

totalmente descoberto), a isoniazida (inibição da síntese do RNA bacteriano), a 

pirazinamida (inibição da síntese do RNA bacteriano) e a rifampicina (inibição da RNA 

polimerase) [Goodman, 2012]. No entanto já existem estirpes resistentes a esta 

antibioterapia, sendo necessário recorrer a outros fármacos de segunda linha,  criando 

a necessidade da procura de novos fármacos [Abramowicz, 2012]. 

Antifúngicos 

Este tipo de fármacos, ao contrário dos antibióticos, são pouco selectivos, 

uma vez que as células humanas e fúngicas são bastante parecidas [Abramowicz, 

2012]. Como tal, é necessário que o fármaco seja o mais específico possível da célula 

fúngica senão ao eliminar o fungo / inibir a replicação da célula fúngica, também irá 

fazer o mesmo às células humanas [Goodman, 2010]. 

Nas infecções fúngicas sistémicas o fármaco de eleição é a Anfotericina B 

(Fig. 1), pois revela um espectro de acção alargada e uma eficácia elevada. É 

normalmente utilizada em infecções causadas por candidas, cryptococcus e 

aspergillus. Foi isolada em 1955, a partir de Streptomyces nodosus. Fixa-se à 

membrana celular fúngica, permitindo a saída de iões sódio, potássio e hidrogénio, o 

que provoca a morte celular [Cunha, 2012]. Tem, no entanto, como já foi referido, uma 
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elevada toxicidade, sendo por isso importante a pesquisa de novos antifúngicos, 

menos agressivos para o ser humano [Infarmed, 2014]. 

 

Fig. 1 – Estrutura química da Anfotericina B 

Antivirais 

No caso das infecções por vírus, de um modo geral, se o indivíduo não 

possuir o sistema imunitário comprometido, este acabará por autolimitar a infecção, 

sem necessidade adicional de fármacos, uma vez que a imunidade inata do ser 

humano é capaz de eliminar os vírus. Existem, no entanto, excepções, como no caso 

de um indivíduo ser imunodeprimido ou em casos de vírus que apresentam uma 

elevada mortalidade ou graves implicações a nível da morbilidade [Oswald, 2004]. 

Na tabela 3 apresentam-se as estruturas químicas dos antivirais mais comuns 

para cada tipo de patologia viral [Abramowicz, 2014]. 

Esta classe de antimicrobianos tem uma disponibilidade muito reduzida, e o 

exemplo mais eficaz é o aciclovir, utilizado no tratamento de infecções herpéticas, 

permitindo diminuir a incidência da encefalite herética [Infarmed, 2014]. Este antivírico 

é apenas eficaz em relação a este vírus especifico. 

No caso das infecções virais crónicas, como a hepatite B e C utiliza-se o 

interferão alfa associado a outros antivirais [Abramowicz, 2012].  

No caso da infecção causada pelo HIV existe um maior número de retrovirais, 

classificados de acordo com o seu mecanismo de acção, podendo ser [Oswald, 2004]: 

 Inibidores nucleósidos da transcriptase reversa – ex. AZT 

 Inibidores não nucleósidos da transcriptase reversa – ex. nevirapina 

 Inibidores da protease – ex. indinavir 

 Inibidores da fusão – ex. enfuvirtida. 

Este tipo de terapia é sempre de associação, para evitar resistências, assim 

como mecanismos de toxicidade. 
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Tabela 3: Estruturas químicas de antivirais [Abramowicz, 2014]. 

Patologia Antiviral 

Herpes 

Aciclovir 

Hepatite B e C 

Interferão α 

HIV 

 

 

 

Indinavir 

 

 

Antiparasitários 

Anti-helmínticos 

A infecção por parasitas helmínticos, ténias e lombrigas são os mais comuns, 

muito usual em países subdesenvolvidos,  têm origem em condições higiénicas mais 

precárias. É comum a exposição e posterior infecção por mais que um agente 

[Abramowicz, 2012].  

https://www.google.pt/search?biw=1078&bih=533&tbm=isch&q=aciclovir+estrutura&revid=1283656612
http://www.google.pt/url?sa=i&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=d5MCksSCfGHM4M&tbnid=XFZQIf2GtIpEeM:&ved=0CAgQjRw4JQ&url=http://www.drugs.com/drp/interferon-alfa-2b-recombinant.html&ei=nohrU6HDM6SV0QWPo4DABA&psig=AFQjCNHIJfI_r7RIblRWN3GDKcnBK8-phA&ust=1399642654905976
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Como exemplos de fármacos anti-helmínticos temos o albendazol (Figura 2) e 

o mebendazol [Goodman, 2010]. Pertencendo à classe do benzimidazóis, impedem o 

normal funcionamento dos microtúbulos das células dos parasitas, provocando a sua 

morte e posterior digestão e excreção [Goodman, 2012]. 

 

Fig. 2 - Estrutura química do Albendazol  [RxList, 2014]. 

Anti-maláricos 

O Plasmodium falciparum é o parasita responsável pelo paludismo, a doença 

infecciosa com maior número de mortes [Infarmed, 2014]. O fármaco de eleição é a 

cloroquina (Figura 3), que pode ser utilizado em associação com doxiciclina. 

 

Fig. 3 – Estrutura química da cloroquina [RxList, 2014]. 

Novos antimicrobianos 

A resistência antimicrobiana (RAM) é um problema de saúde pública, cada 

vez mais importante, uma vez que numa era pós descoberta dos antibióticos é 

possível perecer-se de uma simples infecção. [WHO, 2014].  

A consequência de infecções resultantes das resistências aos 

antimicrobianos são internamentos mais longos, aumentos dos custos de saúde e 

opções de tratamento secundárias ou terciárias, que podem ser menos eficazes e 

mais tóxicas. [Payne, 2007]. 

É então importante a descoberta de novos fármacos, para conseguir 

promover uma melhor saúde pública. 

  

http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&docid=7aSk_BNn9UuudM&tbnid=h5acc3ccr8vCMM:&ved=0CAUQjRw&url=http://pt.wikipedia.org/wiki/Albendazol&ei=srV0U4mcA-KH0AX4oID4CQ&bvm=bv.66699033,d.d2k&psig=AFQjCNEemJzGFGZAhBnIHX2UJhxiXe5bBQ&ust=1400243986480163


Novos métodos cromatográficos para análise e separação de novos produtos naturais antimicrobianos 

 

30 
 

Novas técnicas cromatográficas na pesquisa de novos 

antimicrobianos 

 

Os antimicrobianos sintéticos podem apresentar vários efeitos indesejados, 

podendo por em causa a continuação da terapêutica, como é o caso dos distúrbios 

gástricos no caso dos β-lactâmicos, ou a nefrotoxicidade da vancomicina 

[Strobel, 2003]. É então essencial a descoberta de novos agentes antimicrobianos 

mais seguros, mais ecológicos e mais facilmente obtidos [Liu et al., 2001], designados 

por novas entidades químicas [NCEs]. 

No entanto, a partir dos anos 90, poucas novas moléculas foram aprovadas 

para a terapia de infecções bacterianas, o número foi bem inferior quando comparado 

com os números da década de 80 [Spellberg, 2004].  

De todas as novas moléculas aprovadas como fármacos antimicrobianos 

humanos, cerca de 66 %, são produtos naturais ou derivadas de produtos naturais 

[Brown, 2013]. 

Contudo a investigação em fármacos tendo por base  produtos naturais tem 

vindo a diminuir desde o início do século. [Brown, 2013]. Um dos argumentos mais 

utilizados para a diminuição da investigação em produtos naturais é que os recursos 

monetários para a identificação e posterior isolamento dos compostos antimicrobianos 

são muito elevados [Brown, 2013].  

Apesar da pressão para reduzir os custos na investigação de novos fármacos 

de origem natural, a separação e a purificação de produtos naturais são consideradas 

a base do processo de desenvolvimento dos biofármacos. A cromatografia líquida é o 

passo fundamental na maior parte dos processos de purificação de amostras naturais 

[Hanke, 2014], e a cromatografia em coluna continua a ser a técnica dominante na 

purificação deste tipo de amostras [Przybycien, 2004; Gottschalk, 2012]. Esta 

predominância é devida, principalmente, ao facto de ser possível uma alta eficiência 

na separação de componentes similares numa mistura complexa. Avanços químicos 

no material de empacotamento contribuíram para diminuir as preocupações a nível da 

eficiência e resolução [Cramer, 2011]. É necessário, no entanto, quando se tem uma 

mistura complexa, descobrir quais as melhores condições/parâmetros para isolar o(s) 

composto(s) desejados, assim como qual a melhor técnica associada ao método 

cromatográfico, para melhor determinar as propriedades do composto isolado.  
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Apresentam-se de seguida, alguns exemplos de como a cromatografia líquida 

pode ser fundamental na investigação de novos fármacos antimicrobianos de origem 

natural. 

Cromatografia líquida-espectrometria de massa 

Os métodos de cromatografia líquida incluem a cromatografia líquida de alta 

pressão de fase reversa (RP-HPLC), combinada com detectores de absorvância no 

UV [Page-Sharp, 2003], fluorescência [Paulke, 2006] e detectores electroquímicos 

[Kotani, 2006]. 

Desde a introdução das técnicas de ionização por electrospray (ESI) e 

ionização química, a pressão atmosférica (APCI), a junção da cromatografia liquida 

com a espectrometria de massa (LC-MS) foi utilizada para a análise de produtos 

naturais, devido à elevada especificidade, velocidade e sensibilidade [Maurer, 2005; 

Qian, 2005; Ilett, 2002]. 

As diferentes interfaces LC-MS para analisar produtos naturais, mencionadas 

anteriormente, têm em comum uma característica, todos pretendem originar uma 

ionização ligeira, com poucos iões formados [Xing, 2006]. Mostram uma ionização 

mais estável e sensibilidade mais elevada [Pico, 2004]. 

Um outro modo de ionização suave é o bombardeamento rápido de átomos 

(FAB). Esta técnica, no entanto, origina picos resultantes da matriz, que podem 

dificultar a análise dos espectros [Ma, 2000]. 

Espectrometria de massa com ionização por electrospray 

A ionização por electrospray é um processo que executa uma ionização 

suave (poucos iões formados) em MS. É muito utilizada para a identificação de um 

grande número de pequenas e de macromolécula, em vários sistemas de identificação 

molecular [Schug, 2007]. 

A capacidade para a identificação e análise quantitativa de misturas 

complexas é aumentada se ao sistema ESI-MS se acoplar um aparelho de HPLC 

[Schug, 2010]. 

O uso da técnica ESI-MS como meio versátil de detecção, quer directa, quer 

indirectamente, deu origem ao termo selecção por afinidade-espectrometria de massa 

(AS-MS) [Annis, 2007]. 
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O método AS-MS directo refere-se à técnica, na qual uma mistura iónica, não 

covalente, é transferida intacta para o espectrómetro de massa, para análise e 

manipulação directa. Exemplo desta técnica é GC-MS [Schug, 2007]. 

No método indirecto, inicialmente, através de extracções selectivas, separa-

se a molécula de interesse, que é depois analisada por espectrometria de massa. Um 

exemplo é a técnica hifenizada HPLC-MS [Hofstadler, 2006]. 

Enquanto  os métodos indirectos são melhores para análises posteriores em 

linhas de células, os métodos directos são mais específicos nas interacções 

observadas e permitem outras análises por métodos separativos e de espectrometria 

de massa. Com as suas vantagens, ambos os métodos são muito importantes na 

descoberta de novos fármacos, quer na indústria, quer a nível académico [Hofstadler, 

2006]. 

Apresentam-se de seguida alguns exemplos desta técnica na pesquisa de 

novos antimicrobianos. 

Antibióticos 

Um dos campos em que as técnicas HPLC-MS mais foram utilizadas foi na 

descoberta de NCEs, principalmente nas bactérias gram-positivas resistentes à 

vancomicina, como o Enterococci, e resistentes à meticilina ,como o Staphylococcus 

aureus [Schug, 2012]. 

Através de métodos directos, foi possível analisar o extracto bruto de um coral 

das caraíbas, Pseudoplexaura porosa (Figura 4), para pesquisa de compostos 

antibacterianos para agentes patogénicos marinhos e humanos [Schug, 2012]. Os 

resultados mostraram a presença de vários compostos desconhecidos que inibiam o 

crescimento de várias estirpes de bactérias, incluindo algumas resistentes a fármacos 

[Schug, 2012]. 

 

Fig. 4 - Pseudoplexaura porosa [Coralpedia, 2014] 
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Os compostos foram isolados recorrendo à separação por HPLC. De seguida, 

recorrendo a ESI-MS foram identificados algumas moléculas novas. No entanto, 

devido às quantidades muito pequenas de amostra não foi possível a elucidação da 

estrutura química desses compostos. Ficou no entanto demostrado que esta técnica 

(HPLC-ESI-MS) é importante na investigação de novos fármacos antimicrobianos, 

uma vez que permite ultrapassar técnicas mais demoradas de isolamento, que além 

de consumirem muito tempo também são dispendiosas, tornando a investigação mais 

onerosa. [Schug, 2012].  

Antifúngicos 

Nas últimas três décadas os fungos resistentes a fármacos, principalmente 

estirpes de Candida, causaram graves problemas de saúde pública, nomeadamente a 

mulheres, em todo o mundo [Ouédraogo, 2012].  

Azois e anfotericina B são os antifúngicos mais utilizados, há muito tempo. No 

entanto, a resistência a estes fármacos é um problema de saúde a nível global, o que 

levou a um acréscimo na investigação de novos fármacos nestes campos 

[Gorantia, 2014]. 

As pseudomonas fluorescentes são consideradas um dos grupos mais 

promissores no controle do crescimento florestal, uma vez que promovem o 

desenvolvimento das rizobácterias, envolvidas no biocontrolo das doenças florestais 

[Gardner, 1984]. 

Dentro desta classe as Pseudomonas fluorescens (Figura 5), Pseudomonas 

aeruginosa, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas putida e Pseudomonas 

pyrrocinia já demonstraram actividade antifúngica com diferentes graus de 

antagonismo [Weger, 1986]. Mais recentemente, estas plantas receberam maior 

atenção, uma vez que se começaram a produzir antifúngicos [Minaxi, 2010] e 

antibióticos [Huang, 2009] a partir de metabolitos produzidos por estas plantas. 

Um dos tipos de metabolitos produzidos por este tipo de plantas são as 

fenazinas. São moléculas tricíclicas, coloridas, com átomos de azoto. Possuem 

propriedades antitumorais, antibióticas e antiparasitárias [Laursen, 2004]. 

Foram isoladas utilizando cromatografia líquida, a diferentes gradientes de 

eluentes, e identificadas recorrendo a espectrometria de massa [Gorantia, 2014]. 
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Fig. 5 - Pseudomonas fluorescens e fenazinas  [Ferreira, 2010] 

Demonstraram actividade antifúngica contra a espécie T. rubrum, contra a 

qual existem poucos fármacos que consigam combater a patologia em humanos. Os 

fármacos que existem e que são activos contra este fungo têm elevados custos 

económicos e graves efeitos secundários para os pacientes. Este metabolito, fenazina, 

identificado por LC-MS poderá ser uma importante alternativa no tratamento deste tipo 

de infecções [Gorantia, 2014]. 

NMR/LC-MS 

Como já foi referido anteriormente, a necessidade de analisar compostos 

individuais de uma amostra complexa levou ao surgimento de várias técnicas 

hifenizadas, entre as quais a cromatografia líquida-espectrometria de massa acoplada 

a ressonância magnética nuclear (NMR), LC-MS-NRM [Ouattara, 2004]. Esta técnica 

facilita a identificação de compostos novos em amostras brutas. De entre as várias 

técnicas hifenizadas esta última é uma das mais importantes, uma vez que fornece 

dados de MS e de NMR em tempo real [Dai, 2008]. Recentemente vários 

melhoramentos têm sido feitos a esta técnica, através de alterações no campo 

magnético e introdução de sondas de NMR criogenadas, e no campo de LC tem-se 

melhorado a extracção em fase sólida [Lambert, 2007]. A combinação de LC capilar 

juntamente com a utilização de ressonância magnética nuclear recorrendo a 

microbobinas, às quais corresponde um aumento de sensibilidade, permitiu a análise 

de quantidades muito pequenas de amostras [Jaroszewski, 2005; Hopson, 2008]. 

No entanto, esta técnica necessita sempre de uma separação inicial dos 

componentes da amostra a analisar. 

TLC-ESI-MS 

As secrecções defensivas de anfíbios exóticos contêm diversos compostos 

activos biologicamente, incluindo aminas biogénicas, péptidos, proteínas, entre outros 

[Daly, 1997]. 
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Xenopus laevis é um sapo que contém péptidos antimicrobianos que inibem o 

crescimento microbiano na pele deste anfíbio, assim como tem características anti-

inflamatórias [Smyth, 2006]. 

Após a estimulação das secrecções na pele do animal, segue-se a recolha e 

análise, recorrendo a uma associação de cromatografia em camada fina (TLC) com 

técnicas hifenizadas, TLC-ESI-MS [Chen, 2002]. 

Foi também possível determinar a presença de novos péptidos, que se 

encontravam em quantidades vestigial, com actividade antimicrobiana comprovada em 

animais [Chen, 2002]. 

HPLC enantiomérico 

A caracterização estereoquímica de compostos quirais é muito importante na 

definição da bioactividade de fármacos e produtos naturais, uma vez que diferentes 

acções podem ser exercidas pelos diferentes estereoisómeros de substâncias quirais 

presentes numa amostra [Ariëns, 1983; Crossley, 1995; Mori, 2011].  

É, portanto, natural que as técnicas analíticas que permitem a caracterização 

completa da estereoquímica de uma amostra tenham recebido uma atenção especial, 

uma vez que as agências de controlo de qualidade dos fármacos exigem um 

conhecimento total da quiralidade de um composto, visto que esta característica vai 

afectar tanto a eficácia como a segurança de um fármaco [Hutt, 1991; Shindo, 1995]. 

Além de que o conhecimento da quiralidade de uma molécula permite perceber o 

modo de ligação ao receptor, e portanto permite o desenvolvimento de novos 

fármacos mais potentes e a optimização do perfil farmacocinético [Hutt, 2007; Brooks, 

2011]. 

Muitas técnicas permitem a caracterização enantiomérica de compostos 

quirais, entre as quais se destacam GC, LC e electroforese capilar (CE), com 

selectores quirais adicionados à fase estacionária ou dissolvidos na fase móvel 

[Wainer, 1993]. 

O HPLC enantioselectivo provocou um grande impacto a nível da 

investigação, devido à elevada quantidade de fases estacionárias quirais disponíveis 

no mercado, que provaram a sua mais-valia na determinação da composição 

enantiomérica de um elevado número de amostras [Bertucci, 2012]. 
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Houve um avanço significativo quando se acoplou ao HPLC sistemas de 

detecção baseados em propriedades óptico-quirais, nomeadamente rotação óptica 

(OR) e dicroismo circular electrónico (ECD), espectroscopia que faz uso da absorção 

diferenciada da luz polarizada no sentido horário ou no sentido anti-horário, 

rotineiramente utilizado no estudo da estrutura secundária de proteínas. [Bringmann, 

2008; Bringmann, 2012]. 

A vantagem mais importante ao usar um detector óptico-quiral baseia-se no 

facto de a configuração absoluta (AC) de uma amostra desconhecida poder ser 

determinada a partir do valor e sinal de uma propriedade quiral de interesse, num 

único comprimento de onda, desde que anteriormente já se tenha estabelecido uma 

relação entre essa propriedade quiral e a estrutura química da molécula. 

[Salvadori, 1994]. É fácil de verificar, portanto, que assim que as misturas 

enatioméricas sejam separadas por uma coluna de HPLC enatiomeraselectiva, o 

detector ECD permite determinar CA isolada. [Bertucci, 2012]. 

Um factor importante a ter em conta neste tipo de análise é o valor do 

comprimento de onda escolhido, uma vez que a relação entre a AC e o sinal do ECD 

vai depender do tipo de transição electrónica monitorizada [Bertucci, 2012]. 

Entre os sistemas de detecção óptico-quiral, o ECD permite uma maior 

selectividade, uma vez que apenas detecta transições no comprimento de onda 

escolhido, ao contrário de outros sistemas, que detectam transições em todo o 

espectro. Esta característica permite a escolha de um comprimento de onda em que 

outras moléculas sejam “transparentes” [Salvadori, 1994]. 

Um exemplo da aplicação desta técnica foi o isolamento de fitoalexinas 

(Figura 6), isoladas do rabanete japonês Raphanus sativus [Monde, 2000; 

Suchý,2001]. Estas moléculas são muito importantes uma vez que têm um papel 

relevante no mecanismo de defesa natural do ser humano contra microrganismos. 

Embora estudos iniciais indicassem apenas a presença de um enantiómero após a 

separação do extracto inicial por HPLC com uma coluna enantiomérica e detecção 

com ECD revelou-se a existência de dois enantiómeros. [Kosugi,1997] 

  

Fig. 6 – Estrutura química de uma fitoalexina – capsidiol [PubChem, 2014] 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Luz
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
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Outro exemplo interessante da importância do HPLC-ECD foi a análise 

estereoquímica do dioncofelino E, um alcalóide naftilisoquinolinico, isolado da liana 

Dioncophyllum thollonnii, originária da África Ocidental, que possui actividade 

antimalárica [Bringmann, 2002]. Este composto surge como uma mistura de dois 

estereoisómeros, cuja CA foi determinada por esta técnica. 

Um estudo recente demonstra claramente a relação entre a estereoquímica e 

a actividade biológica. O ácido gaudichaudianíco (Figura 7), um potente anti 

Trypanosoma cruzi, isolado da espécie Piper gaudichaudianum, surge como uma 

mistura racémica. As fracções enatioméricas foram isoladas e purificadas recorrendo a 

HPLC-ECD, tendo-se determinado a AC. O enantiómero (S) demonstrou uma 

eficiência muito superior ao (R). A mistura racémica dos dois enantiómeros, em 

diferentes proporções, demonstrou um efeito sinergético, superior aos compostos 

isolados [Batista, 2011]. 

  

Fig. 7 - Piper gaudichaudianum e ácido gaudichaudianico [PubChem, 2014] 

Como se pode verificar, esta técnica é bastante promissora no campo do 

isolamento de antimicrobianos de origem natural. 

HPLC de fase reversa 

Cromatografia líquida de fase reversa (RPLC) é geralmente utilizada para a 

separação de compostos, devido à sua facilidade de separação. Embora a 

especificidade do espectrómetro de massa torne a separação por HPLC 

desnecessária, se o analito for eluído muito rapidamente, pode ocorrer co-eluição ou 

haver interferência de picos da matriz. Havendo uma separação prévia adiciona-se 

mais um elemento que irá aumentar a selectividade do método de ionização 

[Grace, 2003]. 

Na técnica RHPLC, a maioria das fases estacionárias são de sílica, 

quimicamente modificada com octadecil ou octil. Usando uma coluna de HPLC mais 

pequena é possível diminuir o tempo de retenção da técnica [Apollonio, 2006]. 
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A selecção da fase móvel é um factor crítico para uma boa separação e uma 

boa ionização [Nirogi, 2006]. Tensão superficial baixa e uma constante dieléctrica 

também baixa do solvente promovem a evaporação do ião, favorecendo o processo de 

ionização. Usando uma concentração baixa de ácido fórmico ou acetato de amónia, a 

fase móvel é mantida com um pH baixo, diminuindo o aparecimento de picos com 

arraste [Chen, 2002; Xing, 2007]. 

Os endófitos, fungos e bactérias que protegem as plantas, são uma 

importante fonte de metabolitos com actividades anticancerígenas, antidiabéticas, 

antivirais e antimicrobianas [Stierle, 1993]. Os compostos antimicrobianos produzidos 

pelos endófitos poderão vir a ser utilizados na protecção contra agentes patogénicos 

[Yang, 1997]. Os metabolitos produzidos por esta espécie têm também o benefício de 

ser pouco tóxicos para organismos superiores, uma vez que a própria planta faz uma 

selecção dos metabolitos menos tóxicos, deixando desenvolverem-se apenas os 

endófitos que produzem metabolitos pouco tóxicos para si [Strobel, 2003]. Existem 

cerca de 300.000 espécies de plantas na Terra, e cada espécie tem um ou dois tipos 

de endófitos característicos [Aly, 2011]. Existe, portanto, um enorme potencial, para a 

pesquisa de novos fármacos antimicrobianos, mais activos e menos tóxicos, 

provenientes dos endófitos. 

A espécie Taraxacum mongolicum está descrita na Farmacopeia Chinesa 

para o tratamento de processos inflamatórios e infecções virais [Zhang, 2012]. Como 

tal, foi escolhida para o estudo dos endófitos bioactivos que a caracterizam, isolando-

se Phoma sp. (Figura 8), que possui actividade antibiótica muito promissora. [Zhang, 

2012]. De modo a conseguir isolar e caracterizar devidamente o(s) metabolito(s) 

activo(s), o extracto obtido do endófito foi purificado recorrendo-se a uma 

cromatografia em coluna de sílica gel, utilizando clorofórmio:metanol como eluente , 

variando-se o gradiente de concentração, originaram 53 fracções que foram 

posteriormente analisadas [Zhang, 2012]. 

  

Fig. 8 – Taraxacum mongolicum e Phoma spp [DrFungus, 2014]. 
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As amostras obtidas foram analisadas recorrendo-se a RHPLC, à temperatura 

ambiente, utilizando-se como fase móvel uma mistura metanol:água. O detector de UV 

foi colocado para os 280 nm [Zhang, 2012]. As fracções que demonstraram actividade 

antimicrobiana foram repurificadas recorrendo-se ao mesmo sistema mencionado 

anteriormente, RHPLC, nas mesmas condições. Durante a repurificação, foi detectado 

um pico, 5,01 min, que foi posteriormente analisado por GC-MS, levando depois ao 

isolamento e e identificação do composto ácido 2-hidroxi-6-metilbenzoico (Figura 9) 

[Zhang, 2012]. 

 

Fig. 9 - Ácido 2-hidroxi-6-metilbenzoico [PubChem, 2014] 

Este ácido tinha sido isolado anteriormente de outros fungos de origem 

chinesa e provou-se que tinha uma forte actividade antibacteriana [Shao, 2007; 

Yang, 1994]. Neste estudo provou-se que recorrendo à técnica cromatográfica 

aplicada, foi possível isolar o composto mencionado anteriormente, que possui 

actividade contra E. coli, S. aureus, A. hydrophila, E. tarda e P. multocida. Também 

foram realizados testes de toxicidade, que não revelaram indícios de toxicidade 

aguda.[Zhang, 2012]. 

Como tal, os resultados acima descritos indiciam que a espécie Phoma sp 

poderá vir a ser utilizada na obtenção de novos fármacos antibacterianos.  

Existem, também, exemplos em que várias técnicas cromatográficas são 

muito úteis no isolamento e identificação de compostos antimicrobianos importantes, 

como é o caso de proteínas terapêuticas descrito a seguir. 

Proteínas terapêuticas 

De entre as classes de biofármacos, as proteínas terapêuticas, que incluem 

os anticorpos monoclonais, são das mais importantes [Osborne, 2013]. Como tal, é 

natural que tenham surgido avanços nas técnicas cromatográficas, nomeadamente no 

que respeita à fase estacionária, para determinar as suas propriedades. 
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Propriedades moleculares das proteínas 

A forma e a heterogeneidade das características superficiais de uma proteína 

podem levar a uma distribuição não aleatória na ligação à fase estacionária, durante o 

processo de adsorção, numa cromatografia [Dismer, 2007], originando problemas no 

seu isolamento. No entanto, foi demostrado anteriormente que simples propriedades 

moleculares macroscópicas podem ser suficientes para prever a eficiência do 

processo de separação numa amostra complexa, contento proteínas [Asenjo, 2009]. 

As propriedades a ter em conta irão depender do princípio de separação que se vai 

aplicar. 

Qualquer tipo de cromatografia, seja de permuta iónica, partição, ou outra 

classificação, tem por base, para uma simplificação dos parâmetros a adoptar, um 

critério de uniformidade e homogeneidade. No entanto as proteínas, principalmente à 

medida que o tamanho molecular aumenta, tendem a desviar-se dessa uniformidade 

[Asenjo, 2004]. É necessário, portanto ter em contas as já referidas propriedades 

macroscópicas, que podem ser obtidas recorrendo a novas técnicas cromatográficas, 

como é o caso da LC-MS-2D, em que numa primeira dimensão se utiliza a 

cromatografia de troca catiónica e de fase reversa, numa segunda dimensão. Neste 

caso, não é necessário conhecer previamente a estrutura ou sequência das referidas 

proteínas [Ahamed, 2006]. 

Na tabela seguinte (Tabela 4) apresentam-se algumas propriedades 

macroscópicas, essenciais para o desenvolvimento de um bom método de separação, 

assim como a técnica cromatográfica aplicada para a determinação destas 

propriedades. 

Tabela 4: Métodos cromatográficos utilizados com base nas propriedades de 

proteínas [Hanke, 2014] 

Propriedade Método para determinação 

Volume específico parcial Cromatografia de exclusão de tamanho 

Hidrofobicidade Cromatografia de fase reversa 

Segundo coeficiente virial 

Cromatografia de interacção própria em coluna 

Cromatografia de interacção própria em 

microcanais 

 

Após o conhecimento das características macroscópicas das proteínas, 

utilizando os anteriormente referidos métodos cromatográficos, é então possível 
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começar a estabelecer os parâmetros ideais para o seu isolamento recorrendo 

novamente a técnicas cromatográficas. 

Como se evidenciou ao longo deste capítulo são muitas as técnicas 

cromatográficas desenvolvidas, ao longo dos últimos anos, que permitiram o 

isolamento e identificação de novas moléculas com actividade antimicrobiana. 

De seguida  irão ser apresentadas as conclusões relativas à importância do 

desenvolvimento e aperfeiçoamento destas ténicas. 
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Conclusão 

 

A resistência aos fármacos antimicrobianos é um problema de saúde pública 

a nível mundial, que terá que ser combatido através de uma melhor prescrição a nível 

clínico, mas também através da utilização correcta de novos fármacos. 

Embora a utilização de amostras de origem natural seja algo comum a nível 

de investigação, o facto de as matrizes serem muito complexas torna o processo de 

isolamento e de identificação dos compostos farmacologicamente activos algo 

demorado e oneroso. Como tal as companhias farmacêuticas têm sido um pouco 

reticentes numa utilização mais concreta neste tipo de matéria prima. 

Para tentar minorar o tempo e recursos, energéticos e financeiros, utilizados 

neste tipo de pesquisa, surgiram e aperfeiçoaram-se novas técnicas de cromatografia, 

a técnica por excelência utilizada no isolamento e identificação de compostos em 

misturas complexas. 

O uso de técnicas de cromatografia simples consome muito tempo e pode não 

ser sensível ou específica. Para contornar este facto surgiram novas técnicas, 

hifenizadas, em que se juntam técnicas espectrométricas, espectroscópicas, que 

permitem a identificação mais rápida das moléculas farmacologicamente activas. 

A nível da cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa, 

possíveis novos desenvolvimentos, através da utilização da micro/nano LC acoplados 

a instrumentos de MS, poderão facilitar a identificação de amostras mais reduzidas. 

Também a utilização da cromatografia líquida de ultraperformace (UPLC) 

poderá ser ligada a espectrómetros de massa, tornando-se uma alternativa à técnica 

HPLC-MS. Esta nova técnica permitirá um melhoramento a nível da sensibilidade e 

resolução. 

O futuro da análise cromatográfica de amostras biológicas são as técnicas 

hifenizadas, podendo tornar possível a análise de vários analitos em simultâneo, o que 

irá diminuir os custos, tanto a nível de tempo como custos financeiros, tornado mais 

viável o aparecimento de novos fármacos. 
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