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Resumo. Introdugdo: Esta revisdo aborda a cromatografia contracorrente (CCC), técnica utilizada para separagdo em que
sao utilizadas duas fases liquidas imisciveis, compostas por uma mistura de solventes. As vantagens da CCC frente a outras
técnicas cromatograficas estéo relacionadas principalmente a auséncia de um suporte sélido. Metodologia: Sdo apresentados
os principais aspectos em relagdo a evolugdo da técnica, ao desenvolvimento metodolégico e as aplicagbes em produtos
naturais e na enantiosseparagdo, relatadas em estudos publicados entre janeiro de 2013 e agosto de 2016. Resultados e
Discusséo: A selecdo do sistema de solventes bifasico (SSB) € um ponto critico do método e tem sido alvo de importantes
estudos, os quais incluem também o desenvolvimento de modelos completamente tedricos para escolha do sistema de
solventes ideal. As tendéncias apontam para o uso de alcanos, ja tradicionais em CCC, em que podem ser adicionados agentes
modificadores, como acidos, bases e seletores quirais. Algumas inovagdes nos modos de eluigdo descrevem os gradientes
de polaridade, a extrusdo da fase estacionaria, a reciclagem de fase mével e o refinamento por zona de pH. Conclusdes: O
emprego da CCC para a separagdo de produtos de origem vegetal e de enantiémeros é destacado, evidenciando o potencial
desta técnica na separagéo de compostos com atividade biolégica.

Palavras-chave: Cromatografia. Solventes. Produtos Biol6gicos.

Abstract. Introduction: This review addresses the countercurrent chromatography (CCC), a separation technique that
uses two immiscible liquid phases, composed of a solvents mixture. The advantages of CCC over other chromatographic
techniques are mainly associated to the absence of a solid support. Methodology: The main aspects regarding the evolution
of the technique, methodological development and applications to natural products and enantioseparation reported in studies
published between 2013 and August 2016 are presented. Results and Discussion: The biphasic solvent system (BSS) selection
is a critical point of the method, and it has been the subject of important studies, including the development of completely
theoretical models to choose the ideal solvent system. Trends observed addresses to the use of alkanes, well established in
CCC, in which it is possible to add some modifying agents, like acids, bases and chiral selectors. Some modifications in elution
modes are reported, such as polarity gradients, stationary phase extrusion, mobile phase recycling and pH-zone refining.
Conclusions: The use of CCC for the separation of vegetal products and enantiomers is highlighted, pointing the potential of
this technique for the separation of biologically active compounds.

Key-words: Chromatography. Solvents. Biological Products.

Resumen. Introduccion: Esta revision aborda la cromatografia contracorrente (CCC), una técnica de separacion que
utiliza das fases liquidas inmiscibles, compuestas por una mezcla de solventes. Las ventajas de la (CCC) frente a otras
técnicas cromatograficas estan relacionadas principalmente a la ausencia de un soporte sélido. Metodologia: Se presentaron
los principales aspectos en relacion a la evolucion de la técnica, al desarrollo metodolégico y las aplicaciones en productos
naturales y en la enantioseparacion, reportadas en estudios publicados entre 2013 y agosto de 2016. Resultados y Discusién:
La seleccion del sistema de solventes bifasico (SSB) es un punto critico del método y, ha sido objeto de importantes estudios,
incluyendo también el desarrollo de modelos completamente teéricos para elegir el sistema de solventes ideal. Las tendencias
apuntan al uso de alcanos, ya tradicionales en CCC, en que se pueden agregar agentes modificadores, como acidos, bases y
selectores quirales. Se describieron algunas innovaciones en los modos de elucién, como gradientes de polaridad, extrusion
de fase estacionaria, reciclaje de fase mdvil y refinacion por zona de pH. Conclusiones: Se destacé el empleo de la CCC para
la separacion de productos de origen vegetal y de enantiémeros, evidenciando el potencial de esta técnica para la separacién
de compuestos bioldgicamente activos.

Palabras-clave: Cromatografia. Solventes. Productos biol6gicos.
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1 Introducao

A cromatografia contracorrente (CCC) € uma técnica de
separagdo por meio da particdo da amostra em um sistema
liquido-liquido, sem envolver uma fase sélida. A fase esta-
ciondria (FE) e a fase mdvel (FM) sdo liquidos imisciveis,
obtidas a partir de uma mistura de solventes previamente
equilibrados. A propor¢do relativa dos solutos da amostra
em cada uma das fases estd relacionada aos respectivos co-
eficientes de particao(1).

Em comparacio a outras técnicas cromatogréficas, as
principais vantagens da CCC estdo relacionadas a auséncia
de suporte sélido para FE, permitindo a recuperacao total
da amostra injetada, visto que ndo hé adsorcdo de analitos,
processo irreversivel que pode levar ao esgotamento do su-
porte e a perda de amostra(2). Ainda, o consumo de solvente
por carga de amostra processada € menor em CCC, quando
comparado com a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), devido a natureza liquida da FE. A razdo entre o
volume de FE disponivel para separa¢io e o volume de FM
é em torno de 80% na coluna de CCC, em contraste a 20%
da CLAE, onde a fracdo da coluna que participa ativamente
do processo de separag@o € limitada pela interface com a
FM(1,3).

Em CCC, a eficiéncia do processo estd relacionada a re-
teng@o da FE na coluna. A varia¢do no volume relativo de
FE na coluna é capaz de modificar a resolucdo entre com-
postos com diferentes coeficientes de particdo, melhorando
a eficiéncia de uma separacio especifica(4). Dispondo ape-
nas de alguns solventes de uso comum, pode-se ter grande
variedade de sistemas de solventes, apenas variando as pro-
porcdes de cada solvente no sistema(5).

Apesar das vantagens relacionadas ao uso de FE liquida
e do crescente nimero de estudos relacionados a separa-
cdo de compostos naturais, enantidmeros, macromoléculas
e impurezas, ainda hd pouca aplicacdo da CCC na indus-
tria farmoquimica e farmacéutica. Ainda assim, a mesma
€ uma técnica com uso industrial promissor, pois o esca-
lonamento de um método analitico piloto pode ser feito de
forma rdpida e previsivel, com elevadas taxas de pureza e
rendimento(4,6), sendo este fato um diferencial em compa-
racdo com outras técnicas cromatogréficas.

Este estudo teve como objetivo revisar a evolugdo da téc-
nica de CCC, abordando aspectos relacionados aos sistemas
de solventes e modos de eluicao, enfatizando os estudos de
separagdo de produtos naturais e de enantidmeros publica-
dos recentemente.

2 Metodologia

Para o desenvolvimento desta revisdo integrativa, foi
realizada uma pesquisa bibliografica nas bases de da-
dos Scopus e Web of Science, utilizando os termos de
busca “countercurrent chromatography” e “counter-current

chromatography”. Para a constru¢do de indicadores rela-
cionados as publica¢des de aplicacdo pratica da técnica,
utilizou-se a base de dados Scopus, limitando apenas para
resultados em inglés, publicados entre janeiro de 2013 e
agosto de 2016. A busca retornou 428 resultados, sendo
que aqueles artigos cujo acesso ao texto completo nao es-
tava disponivel foram excluidos. Os trabalhos encontrados
contendo aplicacdes praticas de CCC de alta velocidade e
de alta eficiéncia foram compilados em uma planilha ele-
tronica, descrevendo as informacdes: fonte da publicacgdo,
tipo de equipamento utilizado, escala de trabalho e 4rea de
aplicacdo. Para o embasamento teérico da presente revisao
foram também utilizados artigos cientificos, de revisdo e
capitulos de livros anteriores a este periodo. Trabalhos cujo
enfoque principal era aprimoramento instrumental e mo-
delagem matemdtica em CCC ndo foram exaustivamente
analisados, sendo segregados.

3 Resultados e discussao
Breve Evolugdo da CCC

Em 1949, com o conceito de distribui¢do contracorrente,
foi desenvolvido o equipamento de Craig e Post, que con-
sistia numa série de tubos de ensaio contendo a FE e uma
vazdo de FM que os atravessava, sendo que a amostra era
colocada no primeiro tubo. Este equipamento nio é mais
utilizado, devido a necessidade de grande espago fisico e a
sua fragilidade. Na distribui¢do contracorrente, o equilibrio
€ completado antes da transferéncia de fase(7,8).

No final da década de 1960 foram desenvolvidos os
primeiros protétipos e estudos envolvendo o principio da
CCC, por Yoichiro Ito(2). Debates sobre a nomenclatura da
técnica tém a acompanhado desde o inicio do seu desen-
volvimento. O préprio nome gera controvérsias, uma vez
que as duas fases ndo realizam uma circulacio contracor-
rente entre si: apenas um dos liquidos flui enquanto o outro
estd retido no sistema, através de um campo de forga gra-
vitacional gerado por um movimento centrifugo. Porém, a
nomenclatura envolvida foi adotada por seus usudrios desde
seu desenvolvimento e, em 2009, a IUPAC publicou um re-
latério técnico intitulado Countercurrent Chromatography
in Analytical Chemistry, no qual aborda as defini¢des e a
terminologia geral relacionada a CCC(3,9,10).

Desde o inicio dos anos 1970, quando Ito e Bowman(11)
chamaram de Cromatografia Contracorrente a técnica cro-
matografica que desenvolveram usando um tubo helicoidal
preenchido com duas fases liquidas imisciveis, sem a
presenca de um suporte s6lido, a CCC vem sendo cons-
tantemente aprimorada por meio de diferentes principios e
equipamentos.

Um sistema cromatografico preparado para executar
CCC consiste de uma bomba que promove a vazio de FM,
um injetor, um sistema tubular espiral, chamado de co-
luna, que realiza um movimento planetirio e origina um
campo de forga gravitacional que mantem a FE retida, um
coletor de fragcdes e um detector(3). As colunas utilizadas
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em CCC foram classificadas em duas principais catego-
rias, considerando a natureza, constante ou ndo, do campo
de forca gravitacional gerado pelo instrumento: as colu-
nas hidrostaticas e as colunas hidrodinamicas(2,3,9,12). Em
equipamentos hidrostaticos, o campo de for¢a gravitacio-
nal € derivado da rotacao em torno de um tnico eixo. Nos
equipamentos hidrodindmicos, o campo de forca gravitaci-
onal gerado na coluna tubular espiralada é varidvel, devido
a forca gravitacional resultante da combinag¢do dos movi-
mentos sincronos de centrifugacio e de rotacdo em torno
do préprio eixo do suporte em que a coluna estd envolta.
Este movimento planetério é chamado de “tipo J”(10,13).

Desde o surgimento da CCC foram desenvolvidas al-
gumas variagdes técnicas, utilizando o sistema hidrostatico
ou hidrodinamico. Como exemplo de sistemas hidrostaticos
temos a cromatografia contracorrente de goticulas (DCCC,
do inglés droplet countercurrent chromatography) e a cro-
matografia de rotagdo locular (RLCCC, do inglés rotation
locular countercurrent chromatography)(2,13).

Visando melhorar a resolug@o entre os sinais cromato-
gréficos, diversos arranjos geométricos de colunas e eixos
de rotacdo foram desenvolvidos(13), promovendo também
aumento no volume de FE retida na coluna. O sistema
chamado “J” € utilizado atualmente em equipamentos de
cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC,
doinglés high-speed countercurrent chromatography) e cro-
matografia contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC, do

inglés high-performance countercurrent chromatography).

Os equipamentos de HSCCC operam a velocidades de
rotagcdo que geram forcas de aceleragdo de até 80 vezes a
aceleracdo da gravidade da Terra (80 g). De maneira geral,
as andlises realizadas nestes instrumentos tém duracio mi-
nima de 120 minutos(14).

Nadécada de 2000, desenvolveu-se atécnicade HPCCC,
em que equipamentos com o mesmo mecanismo de fun-
cionamento foram capazes de atingir maiores velocidades
(1600 rpm), gerando forcas gravitacionais de 240 g no
interior da coluna(15). Separa¢des por HPCCC tem me-
nor tempo de corrida, na ordem de dezenas de minutos,
mantendo boa resolucido de andlise em escala analitica e
preparativa, com maior retencio de FE(14).

Guzlek, Wood e Janaway(15) publicaram um trabalho
comparando equipamentos de HSCCC e HPCCC, con-
cluindo que campos de forca gravitacionais de maior inten-
sidade retém maior quantidade de FE na coluna, levando a
separacdes com menor tempo de corrida. Ainda evidencia-
ram que os métodos em HPCCC foram capazes de processar
uma quantidade dez vezes maior de amostra, com maior re-
solucdo entre os sinais cromatograficos(15).

Outro trabalho confrontando diferentes instrumentos de
CCC foi realizado por Zhang e colaboradores(16), que apre-
sentaram uma analise comparativa de custo-eficiéncia. Em
comparagdo com métodos desenvolvidos em HSCCC pu-
blicados anteriormente, o método em HPCCC teve melhor
desempenho, com maiores quantidades de amostra bruta
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Figura 1. Artigos publicados com estudos de HSCCC e HPCCC.

processada e de composto isolado recuperado.

Entretanto, ainda hd poucos instrumentos de HPCCC
disponiveis e a predominéncia de publica¢des envolvendo
HSCCC ¢é marcante (FIGURA 1). O desenvolvimento téc-
nico da CCC ainda estd em evolugdo e, dentre as publicagdes
levantadas na base de dados, aproximadamente 13% eram
estudos relacionados a novas metodologias ou modifica¢des
instrumentais, estas dltimas envolvendo principalmente a
geometria da coluna de separagao(17).

Principio Fundamental da CCC

O principio de separacdo em CCC € baseado na parti-
cdo de um soluto entre duas fases liquidas imisciveis, uma
sendo mantida estaciondria no interior da coluna, e outra
mével, no processo cromatografico dentro da coluna. Em
equipamentos hidrodindmicos, a FE é mantida no interior
da coluna devido ao campo de forga gravitacional gerado
no equipamento, resultante da combina¢ao dos movimentos
sincronos de rotagdo e revolugdo. A FIGURA 2A ilustraum
instrumento que realiza este movimento planetario, conhe-
cido como “tipo J”, em que os eixos de rotacdo e revolugdo
sdo paralelos. A estrutura na qual a coluna estd enrolada gira
em torno do seu préprio eixo e em torno do eixo central do
equipamento na mesma velocidade angular () e na mesma
direcao(2).

Este movimento mantém a fase menos densa do sistema
em uma das extremidades da coluna, chamada de cabeca,
enquanto a fase mais densa tende a se movimentar em dire-
¢do a outra extremidade, chamada de cauda. Esta tendéncia
permite a operagdo do equipamento em dois modos. No
modo normal, a coluna € inicialmente preenchida pela fase
mais densa (a fase inferior do sistema de solventes) e, en-
tao, a FM de menor densidade (a fase superior) € bombeada
da cauda para a cabeca da coluna. J4 no modo reverso, a
coluna é preenchida com a fase menos densa e a fase mais
densa é bombeada da cabega para a cauda. Desta forma,
com velocidade de rotagdo e vazdo adequadas, é possivel
reter mais de 50% de FE na coluna, que é o percentual mi-
nimo indicado para separacdes eficientes(3,18).

Este comportamento proporciona, ainda, um eficiente
contato do soluto com as duas fases liquidas. Na FIGURA
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A colna espra

Fonte: Adaptado de Ito®® e Ito(t0),

Figura 2. (A) Coluna espiral de equilibrio hidrodindmico que realiza
movimento planetirio sincrono “tipo J”; (B) Distribui¢do das fases no
interior da coluna espiral em diferentes momentos do movimento (I, IT, IIT
e IV); (C) Distribuicdo das fases em uma volta da coluna espiral. FI: Fase
Inferior; FS: Fase Superior.

2B € possivel observar um esquema com varias posigdes (I,
IL, Il e IV) que a coluna atinge durante o movimento plane-
tario. O interior da coluna € dividido em zonas diferentes,
no que se refere a forca gravitacional resultante (FIGURA
2C). Préximo ao eixo central de rotacdo ocorre a mistura
das duas fases liquidas, e na regido restante tem-se a zona
de decantac¢do, em que o campo de forca gravitacional é
alto(3). Desse modo, o campo de forca gravitacional pro-
duzido no interior da coluna € alternante e ndo constante.
Estabelece-se um equilibrio hidrodindmico entre as fases,
sendo que cada uma delas pode ocupar, aproximadamente,
metade do volume total da coluna(18).

Em CCC, o coeficiente de parti¢do (K) é calculado como
arazdo entre a concentracio de soluto na FE por aquela na
FM. A faixa mais indicada de valores de K é de 0,4 a2,5(19).
Valores baixos indicam afinidade do soluto pela FM, o que
pode levar a elui¢d@o junto ao front de solvente, enquanto
valores elevados estdo associados a maior interagdo com a
FE, levando a tempos de corrida mais longos(19).

Sistemas de Solventes

A maior parte dos sistemas de solventes utilizados em
CCC sdo misturas terndrias ou quaterndrias contendo dgua
e solventes organicos, que se separam em duas fases, a
superior e a inferior. Inicialmente, utilizou-se cloroférmio
como principal solvente hidrofébico, mas devido aos efeitos
ambientais e bioldgicos deletérios associados a solventes
clorados, popularizou-se o uso de sistemas contendo alca-
nos como solvente majoritirio da fase superior. Sistemas
que contém heptano ou hexano, acetato de etila, metanol
e dgua em diferentes propor¢des sdo eficazes na separa-
¢do de substancias em uma ampla faixa de polaridade,
abrangendo compostos lipofilicos até moderadamente po-
lares(20). Composicdes pré-definidas desses solventes sdo
propostas e tabeladas, sendo uma delas conhecida como
sistema Arizona, com nomenclatura de A a Z para as dife-
rentes propor¢des (FIGURA 3). Em geral, esses sistemas se
separam em duas fases rapidamente, o que esta relacionado
a processos com boa reten¢do de FE (2).

Skalicka-Wozniak e Garrard(22) realizaram um levanta-
mento dos sistemas de solventes bifdsicos utilizados para
purificacdo de produtos naturais por CCC e CPC no pe-
riodo de 1984 a 2014. Os quatro solventes mais listados

N<XXS<CANDODUVZErXcIOMOOm>

mHeptano =Acetato de Etila = Metanol ®mAgua

Fonte: Adaptado de Berthod, Hassoun e Ruiz-Angel(22),

Figura 3. Composicao percentual (v/v/v/v) das 23 misturas nomeadas de
AaZ.

nas composi¢des foram dgua, acetato de etila, metanol e
hexano, evidenciando a popularidade dessa familia de sol-
ventes, conhecida como HEMWat (do inglés hexane/ethyl
acetate/methanol/water). A separag¢@o de amostras de cara-
ter hidrofilico € direcionada ao uso de menor proporcao de
alcano, ou entdo de outros solventes, como as combinagdes
entre cloroférmio, metanol e 4gua (ChMWat) ou hexano,
butanol e dgua. Para o isolamento de compostos ionizveis,
é possivel ajustar o valor de K pelo controle do pH, utili-
zando ao invés de dgua, uma solucdo aquosa de sulfato de
amonia ou 4cido trifluoracético, por exemplo(23,24).

Estudos recentes tém utilizado sistemas bifdsicos aquo-
s0s, principalmente para separacio de compostos bioativos,
visto que preservam a atividade e a conformacao das subs-
tancias em solucdo(25,26). A separacdo do sistema aquoso
em duas fases pode ser promovida por duas estratégias. A
primeira, e mais amplamente aplicada, é a utilizagdo de
polimeros, como polietilenoglicol de alto peso molecular,
que confere caracteristica menos polar a uma das fases(27).
A segunda € pela adicao de liquidos idnicos, que sdo sais
liquidos de viscosidade elevada em temperatura ambiente
compostos, por exemplo, pelo cition imidazélio combinado
a diferentes anions(28).

Selecdo do sistema de solventes bifdsico (SSB)

Em CCC, a etapa critica em estudos almejando o isola-
mento de uma substancia € a sele¢@o do sistema de solventes
bifasico (SSB). Diferente de outras metodologias de sepa-
racdo, a FE e a FM nao sdo independentes, pelo contrario,
a composi¢do de cada uma das fases esta relacionada ao
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equilibrio formado entres ambas em um sistema de dife-
rentes solventes. Por esta razdo, ndo é possivel escolher a
FE separadamente da FM. Sdo escolhidas em uma mesma
etapa, em que € avaliada a natureza e a proporcdo de cada
componente da mistura de solventes que formara as duas
fases.

A selecdo empirica do SSB geralmente envolve pro-
cessos iterativos de determinacdo dos valores de K em
experimentos de particdo ou dos fatores de retencdo (Rf)
em cromatografia em camada delgada (CCD)(29). Como a
possibilidade de combinagdes de solventes € praticamente
infinita, alguns protocolos foram montados para auxiliar na
busca sistemdtica de um sistema de solventes adequado(23).

Para selecionar o sistema de solventes por CCD, uma
porcdo de amostra é dissolvida em SSB com mesmo vo-
lume de fase inferior e superior. Aliquotas iguais coletadas
de ambas as fases sdo aplicadas em uma placa cromatogra-
fica de silica e eluidas com a fase menos polar, avaliando-se
entdo os valores de Rf dos componentes a serem separados.
Utilizando diferentes propor¢des de solventes HEMWat e
ChMWat, Friesen e Pauli(19) demonstraram a relagdo exis-
tente entre os valores de Rf e os coeficientes de particao

obtidos experimentalmente. E desejdvel que os valores de
Rf estejam entre 0,29 e 0,71, pois estdo relacionados a va-
lores de K entre 0,4 € 2,5. No entanto, esta correspondéncia
ndo necessariamente implica um bom resultado em CCC,
J& que o mecanismo de separa¢do por CCD envolve tam-
bém, além da parti¢do, a adsor¢do da amostra no suporte
s6lido(1).

Para os experimentos de parti¢do, a amostra em estudo
¢ dissolvida nas proporgdes de solventes em teste. Apds o
equilibrio, € feita a quantificacdo do analito em cada uma
das fases, geralmente por CLAE, e a partir desses resulta-
dos € calculado o valor de K para um determinado SSB.
Obtendo-se o valor de K do analito em equilibrio estético
¢ possivel inferir com boa correlacdo o valor de K no equi-
librio hidrodindmico de CCC(30), o que justifica o amplo
uso dessa estratégia em grande parte dos estudos(29).

A predi¢do ou estimativa do valor de K por modelos
matematicos tem sido estudada para facilitar a escolha do
SSB ideal. A estimativa € feita com base nas propriedades
termodindmicas do analito e dos solventes. Ren e cola-
boradores(31) empregaram um método semiempirico para
selecdo do SSB para separacdo de sete componentes de
Spirodela polyrrhiza (L.) com diferentes polaridades. A es-
tratégia computacional utilizada no trabalho, NRTL-SAC
(do inglés nonrandom two-liquid segment activity coeffi-
cient), requer o resultado de trés a cinco experimentos de
particdo para predizer o valor de K em diferentes propor¢des
de SSB, mesmo que em familias de solventes distintas(32).
Enquanto as caracteristicas termodinamicas dos solventes
utilizados podem ser extraidas da literatura, os valores ex-
perimentais de K sdo necessdrios para determinac¢do dos
pardmetros moleculares dos solutos. Com esses dados, a
estrutura dos compostos alvo ndo precisa ser informada, o

que ¢ interessante quando se deseja separar produtos natu-
rais cuja estrutura molecular ainda é desconhecida.

Para métodos completamente tedricos de selecdo do
sistema de solventes, a solubilidade de cada composto é

calculada em cada uma das fases. E necessario conhecer,
além da composicdo da fase e da estrutura molecular dos
solventes, a estrutura molecular do analito, pois os mode-
los in silico levam em conta as caracteristicas geométricas
das moléculas envolvidas. O processo completo, até che-
gar ao célculo de K, requer pelo menos trés plataformas de
softwares diferentes(30), o que limita a aplicag@o de apenas
estratégias computacionais para escolha do SSB.

Modos de Eluicdo

As aplicacdes mais convencionais de CCC utilizam
um sistema de solventes em modo de elui¢do isocratico
para separacdo de componentes majoritarios de misturas
complexas(9). Diversas alternativas t€m sido empregadas
visando o isolamento de compostos de diferentes polarida-
des ou corridas de menor duracdo, como, por exemplo, a
eluicdo em gradiente de polaridade.

Alterar a proporcao dos solventes da FM durante a cor-
rida de CCC foi uma das primeiras estratégias empregadas
para separar componentes com uma ampla faixa de valo-
res de K de uma mistura complexa. Para evitar a perda de
FE durante este processo, o ideal é que o sistema de sol-
ventes seja robusto, mantendo a composi¢ao da FE estavel
mesmo quando a composi¢do da outra fase € alterada(33).
O gradiente pode ser linear ou ndo, sendo este dltimo o mais
empregado, no qual em algum ponto da corrida com o sis-
tema de solventes primario € bombeada uma nova FM(34).
Tipicamente, em uma corrida em modo reverso, a nova FM
€ composta por uma propor¢do menos polar dos mesmos
solventes utilizados no SSB original, para eluir os analitos
de menor polaridade.

Yang e colaboradores(35) isolaram quatro podofilotoxi-
nas com modos de elui¢do isocritico e gradiente, utilizando
HEMWat (4:6:3:7 ¢ 4:6:4:6, v/v/v/v). Os testes foram reali-
zados em HSCCC em modo reverso, variando a composicao
da FM constituida por metanol e d4gua. Os modos de gra-
diente linear e ndo-linear apresentaram melhor resolucdo.
Ainda, o gradiente ndo-linear apresentou menor tempo de
corrida (360 minutos) em relag@o ao linear (420 minutos).

Para otimizar a separacdo de compostos com valores de
K muito diferentes também pode ser usado um gradiente de
fluxo. O aumento da vazao de FM durante a corrida permite
diminuir o tempo de separagio para compostos com afini-
dade pela FE(34). Entretanto, a resolu¢do pode ser afetada,
devido a maior perda de FE causada por fluxos mais eleva-
dos(36).

Todavia, Ko e colaboradores(37) conseguiram melhor
resolucdo e separacdo aplicando um gradiente de fluxo. Fo-
ram testados diferentes fluxos para a separacao por HPCCC
de cinco oligostilbenos, ap6s otimizagdo do SSB HEMWat
(4:8:4:10, v/v/v/v) utilizado em modo reverso. Foi testado
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um gradiente, onde um fluxo de 4 mL/min foi mantido nos
70 minutos iniciais, quando entdo passou para 8 mL/min. A
alta velocidade atingida pelo equipamento de HPCCC foi
capaz de reter 65% da FE, mesmo com alta vazio de FM.

Ja para compostos ionizdveis, que quando em sua forma
neutra possuem valores de K muito préximos, pode ser apli-
cado um gradiente de pH. Durante a eluicao, sdo bombeadas
fases méveis aquosas ajustadas a diferentes valores de pH,
de acordo com o pKa dos 4dcidos ou bases que se deseja
separar(29,38).

Na década de 1990 desenvolveu-se a técnica de CCC
com refinamento por zona de pH, a qual separa compostos
ionizdveis utilizando modificadores de natureza 4cida e ba-
sica no sistema de solventes. Diferente do modo de eluicao
em gradiente de pH, em que a adi¢cdo de base ou 4cido é
feita somente na FM(34), no refinamento por zona de pH
h4 adicao de baixas concentracdes de modificadores de pH
em ambas as fases do sistema.

Nesta técnica, pela combinagdo da adi¢do de um agente
de retencdo na FE e de um agente de eluicdo na FM € possi-
vel reter os analitos e fazer uma eluicdo modulada de acordo

com suas diferencas de polaridade e pKa(3). E uma estra-
tégia para otimizacdo de separagcdo que tem sido utilizada
em instrumentos convencionais de CCC em escala prepa-
rativa, principalmente para separacio de alcaloides, acidos
organicos, aminodcidos e peptideos(34,39). Inicialmente, a
coluna é preenchida com a FE contendo o agente de reten-
cdo. Apo6s a inje¢do da amostra, sob velocidade de rotacdo
desejada, é bombeada FM contendo o agente de eluicdo,
que ird gradativamente entrar em equilibrio com o agente
de retencdo, criando zonas bem definidas de diferentes va-
lores de pH, onde as moléculas podem estar protonadas ou
nao(40). Assim, analitos de diferentes valores de pKa irdo
se deslocar para a FM ou FE de acordo com a afinidade das
espécies formadas.

Alguns 4cidos graxos saturados e insaturados possuem
mesmo K e sdo coeluidos em separacdes por CCC. En-
glert e Vetter(41) utilizaram o refinamento por zona de
pH para separacdo de dcidos graxos de 6leo de girassol,
com SSB composto por hexano/acetonitrila/metanol/dgua
(4:7:1,4/0,5 v/v/v/v). Foram adicionados 20 mM de amo6nia
(NH3) na fase inferior e 35 mM de acido trifluoroacético
(TFA) na fase superior, sendo que foram testadas corridas
em modo normal e reverso. No modo reverso ainda houve
coelui¢do de alguns dcidos, mas no modo normal (NH3
como agente de retencdo e TFA como agente de eluicdo) os
analitos foram recuperados com pureza maior de 95%.

Outra otimizagdo de elui¢do pode ser feita com a extru-
s@o da FE, voltada para separacdo de amostras complexas,
em que os solutos possuem grandes diferencas de polari-
dade entre si. O objetivo € acelerar a eluicdo dos compostos
retidos na FE, ou seja, aqueles com maiores valores de K,
que levariam mais tempo para serem eluidos na FM(24). A
primeira parte do processo é uma elui¢do convencional, na
qual, ap6s o bombeamento de um determinado volume de
FM, a eluicdo € continuada substituindo-se a FM pela FE,

que passa a ser bombeada continuamente. Esta, retida inici-
almente na coluna, € eluida completamente, permitindo que
todos os componentes separados sejam recuperados(42).
Em estudo realizado em escala preparativa, Paek e Lim(43)
separaram sete compostos naturais de raizes de Nardosta-
chys chinensis com atividade farmacoldgica, cujos valores
de K variavam de 0,49 a 4,23.

De maneira semelhante a elui¢do com extrusdo, existe a
eluicao em modo duplo, em que os dois modos de elui¢do,
normal e reverso, sdo utilizados, um em seguida do outro,
em uma mesma andlise. A fase que estd sendo bombeada
no primeiro modo é trocada pela outra fase, com a troca
simultanea da direcdo do fluxo, passando a operar no outro
modo(17).

A possibilidade de otimizar a eluicio em CCC se da
também pela reciclagem da FM. O efluente da coluna é
retornado a ela continuamente até que se consiga a separa-

¢ado desejada. E como se a coluna fosse expandida, o que

aumenta a eficiéncia de separagdo(44). E preciso uma adap-
tacdo instrumental, para que a tubulagdo de saida do detector
esteja conectada a tubulagdo de entrada da bomba de FM.
A quantidade de solvente consumida ndo se altera, mas ha
um prolongamento da duracdo do experimento cromato-
grafico(34). Uma desvantagem inerente a essa técnica € o
alargamento dos sinais cromatograficos. Com o aumento
do numero de ciclos, os picos sdo estendidos, até o limite
em que se deve interromper a reciclagem, para evitar a so-
breposicao dos sinais. Por este motivo, amostras de maior
complexidade requerem um tratamento prévio, de forma
que se eliminem os solutos indesejados, ou se obtenham
fragdes mais simples dos compostos alvo. Para a separacdo
de polifendis, Liu e colaboradores(45) fizeram uma pré-
purificac@o do extrato de Malus hupehensis (Pamp.) Rehder
por HSCCC convencional. Posteriormente, duas fracdes
em que houve coelui¢do de compostos de interesse foram
submetidas a HSCCC com reciclagem, que foi efetiva na
separagcdo dos compostos de estrutura similar que ndo ha-
viam sido resolvidos pela técnica convencional.

Sistemas de Detec¢do

Embora seja recomendado o monitoramento continuo
do processo de separag¢do, ndo € necessdrio que exista um
sistema de deteccdo acoplado ao equipamento de CCC.
Uma vez que o SSB e as condi¢des cromatograficas estejam
definidos, as fracdes coletadas podem ser analisadas poste-
riormente por CLAE, CCD ou outra técnica adequada. De
modo geral, os equipamentos de CCC s@o acoplados aos
mesmos detectores utilizados em CLAE. A detec¢do por
ultravioleta (UV)-visivel de forma continua é a de maior
emprego, sendo que 87% dos cromatogramas apresentados
em isolamento de produtos naturais por CCC empregam
este detector(29).

Entretanto, muitas das moléculas separadas por CCC
ndo absorvem, ou absorvem pouca energia na faixa UV.
E o caso, por exemplo, de saponinas e terpenoides, que
tém sido separados por CCC acoplada a detector evapora-
tivo por espalhamento de luz (ELS, do inglés evaporative
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light scattering)(39). A evaporagdo do solvente em detec-
tores ELS € uma vantagem quando hd perda de FE durante
a andlise. Os solventes da FE podem alterar a linha de base
no cromatograma gerado pela detec¢ao on-line por UV (46).

Juntos, os cromatogramas com detec¢do por UV-visivel
e ELS representam aproximadamente 96% das separagdes
de produtos naturais por CCC(29). Existem estudos envol-
vendo o monitoramento do eluente de CCC por técnicas que
fornecam informagdes estruturais, como ressonancia mag-
nética nuclear de préton(47) e espectrometria de massas(1).

Aplicagées da CCC na purificacdo de produtos naturais
e na enantiosseparagcdo

Pelo levantamento realizado na base de dados Scopus,
foram contabilizadas 306 publica¢des na area entre janeiro
de 2013 e agosto de 2016 em que foi possivel acesso ao
texto completo. Destas, 12 artigos (3,92%) eram de revi-
sdo, 39 (12,75%) envolviam o desenvolvimento de novos
instrumentos ou de novos modelos tedricos para CCC, e os
255 artigos restantes (83,33%) eram estudos a respeito de
alguma aplica¢do prética da técnica. Entre estes, em apenas
22 (8,63%) foram realizados estudos em escala analitica.
A facilidade de desenvolvimento de métodos em escalas
semipreparativa e preparativa é um diferencial da CCC,
tornando-a muito atrativa para as dreas que visam a ob-
teng¢do de maiores quantidades de compostos purificados.

Os artigos com aplica¢do da CCC foram categorizados
de acordo com os compostos separados entre: produtos
naturais, enantidmeros, impurezas, produtos biotecnol6-
gicos e outros, que incluem pesquisas em engenharia de
alimentos, por exemplo. Aproximadamente 85% dos arti-
gos aplicaram a CCC para separacdo de produtos naturais,
com predominancia daqueles de origem vegetal.

A purificag@o de produtos de origem natural é um pro-
cesso complexo em que, por vezes, s3o necessdrias técnicas
de separacdo muito variadas. A CCC se destaca de outros
métodos de separacdo devido, principalmente, as vanta-
gens associadas a auséncia de um suporte sélido, com o
custo reduzido e a possibilidade de 100% de recuperacao
da amostra, ja que nio haverd perda por adsor¢do ao su-
porte. Além disso, compostos com uma ampla diversidade
de polaridade podem ser purificados. Esta versatilidade é
possivel, pois hd indmeros sistemas de solventes capazes
de compor as FE e FM, que podem ser ajustadas de acordo
com a polaridade desejada.

Em trabalho de revisdo que contemplou estudos em CCC
e CPC publicados entre 1984 e 2014, Skalicka-WoZniak e
Garrard(22) contabilizaram um total de 2594 compostos ve-
getais separados por CCC. Flavonoides e flavonolignanas
s@0 a classe mais popular em separagdes por CCC, com 695
compostos. Terpenoides e alcaloides aparecem em segundo
e terceiro lugar, com 312 e 297 substancias, respectiva-
mente. Esta diferenca sugere que talvez a CCC esteja mais
adaptada para determinados produtos naturais, particular-
mente flavonoides e flavonolignanas.

Costa e Leitdo(48) revisaram e propuseram estratégias
para o isolamento de flavonoides livres e glicosilados por
CCC. Por exemplo, a adi¢do de butanol a uma proporg¢éo de
SSB da familia HEMWat é capaz de otimizar o particiona-
mento de solutos polares, como os flavonoides glicosilados
e alguns flavonoides livres, pois age como modificador da
fase organica. Também sugerem o uso de SSBs compostos
por acetato de etila, butanol e d4gua, em que € possivel apli-
car um gradiente de polaridade pela altera¢éo da propor¢do
de butanol, o que teria grande impacto na polaridade da fase
orgénica, e menor impacto na fase aquosa.

Em relacdo aos terpenoides, Song e colaboradores(35)
apontam que a baixa polaridade e a auséncia de absorcao
UV dificultam o isolamento por tecnologias de separagdo
comuns, e, portanto, a CCC acoplada a detectores ELS tem
se mostrado adequada para a separacdo destes compostos.
Ja o isolamento e purificacdo de alcaloides, devido a na-
tureza alcalina das moléculas, apresentam bons resultados
principalmente em CCC com refinamento por zona de pH,
em que SSBs contendo solventes clorados, alcanos ou éter
metil-terc-butilico se destacam(49).

Skalicka-Wozniak e Garrard(22), em sua revisao, tam-
bém avaliaram todos os SSBs utilizados para as separacoes
dos produtos naturais. Os sistemas foram divididos em gru-
pos hierdrquicos baseados no solvente primdrio da fase
hidrofébica. Para a maioria das classes, os sistemas de
solventes mais empregados sdo aqueles baseados em al-
canos, como a familia HEMWat. A excecdo € a classe das
saponinas, em que os sistemas clorados sdao os mais utiliza-
dos, seguidos de outros solventes, especialmente sistemas
baseados em dlcoois imisciveis em dgua, como dlcool buti-
lico(39).

De acordo com Friesen e colaboradores(29), a CCC tem
sido empregada principalmente como uma etapa de um pro-
cesso mais complexo de fracionamento de produtos naturais
do que como tnico procedimento de separacio. Em um
fluxo de separacio, a possibilidade de trabalhar com gran-
des volumes de amostra bruta, minimizando tratamentos
prévios e etapas de filtracdo e evaporagdo de solventes, por
exemplo, pode ser vantajosa em termos econdmicos e de
eficiéncia(29). Ainda, a variedade de solventes que pode
ser utilizada em CCC possibilita o acoplamento a outras
técnicas de cromatografia liquida.

Mais uma aplicagdo da CCC é para o que tem sido
chamado de “nocaute” de compostos majoritdrios, prin-
cipalmente na avaliacdo da contribui¢do bioldgica de um
metabdlito para a atividade global de um extrato natural.
Quando se deseja isolar os compostos minoritarios, que
estdo presentes em niveis muito baixos e as vezes até por
CLAE indetectéveis, € mais efetivo remover previamente os
componentes principais. Desta forma, hé o enriquecimento
dos compostos menores, possibilitando o seu isolamento e
identificac@o estrutural(50). Este enriquecimento também
pode ser alcancado adicionando uma fragido de metabdlitos
minoritdrios previamente separada para um extrato original
que ndo foi modificado, sendo esta abordagem chamada
de DESIGNER (do inglés Depletion and Enrichment of
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Select Ingredients Generating Normalized Extract Resour-
ces)(51).

Para a separacdo de enantidmeros, de forma similar a
outras técnicas como eletroforese capilar (EC) e CLAE,
em CCC € necessdario utilizar um seletor quiral (SQ), que
é adicionado ao SSB. Idealmente, o SQ é uma molécula
com alta enantiosseletividade em relag@o ao racemato alvo,
solivel em apenas uma das fases do SSB, que geralmente
serd utilizada como estaciondria, pois assim a quantidade
requerida de SQ € menor(3). Os principais SQs utilizados
sdo derivados de ciclodextrinas (CDs), em especial de -CDs,
pois apresentam, para muitas estruturas, boa estereossele-
tividade e habilidade de reconhecimento quiral(5).

No entanto, até o momento, dificilmente sdo alcancados
fatores de separacdo cromatogrifica () maiores que 1,5(52),
devido a dificuldade de identificar um SQ altamente enan-
tiosseletivo para os racematos alvo, e pela menor eficiéncia
relacionada a técnica. Huang e Di(5) afirmam que essa
desvantagem inibe o desenvolvimento e as aplicagdes da se-
paracgdo quiral por CCC, que tem evoluido mais lentamente
que a enantiosseparagdo por outros métodos. Em contrapar-
tida, de modo positivo, o custo menor pode tornar a CCC
competitiva, uma vez que o SQ adicionado ao SSB pode
ser recuperado no final da corrida. Ainda, na técnica, po-
dem ser utilizados reagentes de grau analitico, diminuindo
o custo total do método. Dessa forma, a utilizacdo da CCC
em escala preparativa é apontada como atrativa para a se-
paracdo de compostos quirais.

Estratégias para otimizar a separa¢do de enantidmeros
sdo apresentadas na tabela 1, que lista alguns dos principais
artigos de CCC quiral publicados entre 2013 e 2016. A elui-
¢do com reciclagem, aplicada por Tong, Zheng e Yan(62)
e descrita em outros estudos, é uma forma de aumentar a
resolucdo dos enantidmeros, sem recorrer a um consumo

extra de solvente tampouco de SQ. E possivel também re-
correr ao reconhecimento quiral bifdsico, o qual consiste na
adi¢do de dois SQs no SSB, um lipofilico e outro hidrofi-
lico, com o objetivo de aumentar a enantiosseletividade(5).
Também a formagdo de complexos entre {ons metalicos e
seletores quirais € uma estratégia que pode ser utilizada em
CCC para a enantiosseparagdo de compostos que possuem
grupos de cardter eletronegativo em sua estrutura, como
aminas, carbonilas e hidroxilas. As ligacdes de coordena-
¢d0 que ocorrem entre complexos com fon metdlico sdo
mais estereosseletivas que as outras forgas intermolecula-
res(58), de modo que o poder de reconhecimento quiral é
aumentado, o que pode levar a separacdo de maior resolu-
¢do e pureza(5).

A CCC quiral estd no inicio de seu desenvolvimento,
e ainda s@o necessarias melhorias na eficiéncia de separa-
¢d0. Huang e Di(5) trazem os principais aspectos a serem
desenvolvidos: seletores quirais com melhor seletividade;
otimiza¢do dos SSBs para que ndo interfiram no reconheci-
mento do SQ; novos designs de instrumentos que permitam
melhor retencido de FE e novos métodos para aumentar a
resolucio.

Além da separagdo de compostos naturais e enantidme-
ros, existem diversas outras aplicagdes da CCC encontradas
naliteratura, embora menos frequentes, como, por exemplo,
a identificacdo de impurezas e a purificacdo de compostos
inorganicos e farmacos sintéticos(9). Entre os produtos com
atividade bioldgica, a maioria é de origem vegetal, mas ha
também exemplos recentes em preparagdes biotecnolégicas
provenientes de algas(64), fungos(65) e bactérias(66).

Versatilidade da CCC

A CCC estd estabelecida como uma técnica de separacao
preparativa e, apesar do seu surgimento na década de 1970,
segue em evolugdo, sendo que uma parcela dos artigos pu-
blicados na drea é referente ao desenvolvimento de novos
instrumentos ou novos métodos de eluicdo. E notdvel que a
maioria das inovagdes esteja relacionada a natureza liquida
de ambas as fases cromatograficas, como o refinamento por
zona de pH e outras otimiza¢des do modo de elui¢do.

Os processos de separagdo por CCC podem ser muito
flexiveis, pois outras modifica¢cdes podem ser aplicadas
além dos usuais parametros ajustdveis de outras técnicas de
cromatografia liquida, como polaridade e vazdo da FM. Al-
gumas das estratégias mais singulares praticadas em CCC
sdo a troca do modo de operag@o pelo intercambio entre
as fases, a extrusdo da FE e o refinamento por zona de pH
pela adi¢do de modificadores em ambas as fases do sistema.

Neste contexto, os pesquisadores devem adotar uma
abordagem ldgica para desenvolvimento de novos proces-
sos de separagdo. Os avancos relativos a determinagdo do
SSB adequado, em especial os modelos preditivos, sdo fun-
damentais para a praticidade de utilizagdo da técnica e a
difusdo do seu uso em outros campos de pesquisa.

4 Consideracgoes finais

As vantagens inerentes da técnica, como a possibilidade
de injecdo direta de extratos brutos, tornam a CCC uma
alternativa para contornar os problemas associados com ad-
sor¢do na fase sélida. Além disto, a relagdo custo-eficiéncia
tem se mostrado promissora, principalmente em compara-
¢ao com métodos equivalentes desenvolvidos em CLAE. O
tempo de andlise dos métodos desenvolvidos em CCC ainda
é considerado longo, tornando-se uma desvantagem frente
a outras técnicas.

A separacdo de compostos para avaliacdo de seu po-
tencial terapéutico ou toxicoldgico é um dos principais
propésitos dos estudos em CCC, que vai de encontro aos
interesses da industria farmacéutica e farmoquimica. A ob-
tengdo de quantidades significativas dos produtos isolados,
mesmo que em concentragdes baixas na mistura inicial, é
um desafio para as técnicas de separacdo ja consagradas,
dentre as quais a CCC é vista como vantajosa.
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