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RESUMO

Esta revisdo aborda a Cromatografia Contracorrente (CCC), uma técnica de separacdo que
utiliza duas fases liquidas imisciveis em uma tubulacdo submetida a movimento giratério em
torno de seu proprio eixo e em torno do eixo central do equipamento. As vantagens da CCC
frente a outras técnicas cromatogréficas estdo relacionadas principalmente a auséncia de um
suporte solido. Sao apresentados os principais aspectos em relacdo a evolugdo da técnica, ao
desenvolvimento metodoldgico e as aplicacdes a produtos vegetais e enantiosseparacdo
relatadas em estudos publicados nos Gltimos anos. O sistema solvente bifasico (SSB) é um
ponto critico do método, e a sua selecdo tem sido alvo de importantes estudos, os quais
incluem também o desenvolvimento de modelos completamente tedricos para escolha do SSB
ideal. As tendéncias observadas em relacdo aos SSBs empregados apontam para o uso de
alcanos, ja tradicionais em CCC, em que podem ser adicionados agentes modificadores. Para
0 isolamento de compostos bioativos, destaca-se a utilizacdo de sistemas bifasicos aquosos
com adicdo de polimeros ou liquidos idnicos. Algumas modificacdes dos modos de eluicao
sdo relatados: gradientes, extrusdo, modo duplo, reciclagem e zona de refinamento de pH. A
deteccdo continua por ultravioleta é utilizada na grande maioria das aplicagdes. O emprego da
CCC para a separagdo de produtos naturais, enantibmeros e outras aplicacfes é destacado,
evidenciando o potencial desta técnica na separacdo de compostos com atividade bioldgica.

Palavras-chave: cromatografia contracorrente, sistema solvente, produtos naturais,

enantiosseparacao.



ABSTRACT

This review covers the Countercurrent Chromatography (CCC), a separation technique that
uses two immiscible liquid phases in a coiled tube subjected to a rotating movement around
its own axis and around the central axis of the equipment. The advantages of CCC over other
chromatographic techniques are mainly associated with the absence of a solid support. The
main aspects regarding the evolution of the technique, the method development and the
applications to vegetal products and enantioseparation reported in studies published in recent
years are presented. The biphasic solvent system (BSS) is a critical point of the method, and
its selection has been the subject of important studies, including the development of
completely theoretical models to choose the ideal BSS. Trends observed concerning the
employed BSSs address to the use of alkanes, well established in CCC, in which modifying
agents can be added. For the isolation of bioactive compounds, the use of aqueous biphasic
systems with addition of polymers or ionic liquids stands out. Some modifications of the
elution modes are reported: gradient, extrusion, dual mode, recycling and pH-zone refining.
Continuous ultraviolet detection is used in most applications. The use of CCC for the
separation of natural products, enantiomers and other applications is highlighted, pointing the
potential of this technique for the separation of biologically active compounds.

Keywords: countercurrent  chromatography, solvent system, natural products,

enantioseparation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Movimento planetario da coluna espiral tipo J. ........ccccccvevviiiiieiiic e 11

Figura 2 — Movimento hidrodinamico das duas fases liquidas de um instrumento tipo J........ 12

Figura 3 — Artigos publicados com estudos em HSCCC e HPCCC.........ccccoevvvviieneniieseeninns 16
Figura 4 — Composicao percentual (v/v/v/v) das 23 misturas nomeadasde AaZ .................. 17
Figura 5 — Faixa ideal dos valores de K. ........ccccvoiiiiiiiic e 22
Figura 6 — Perfil de separacao de podofilotoxinas (1, 2, 3 e 4) com SSB HEMWat ............... 26
Figura 7 — Perfil de separacdo de oligostibenos (1, 2, 3, 4 e 5) com SSB HEMWat................ 27
Figura 8 — Separagéo de compostos naturais (1, 2, 3, 4,5, 6 e 7) de N. chinesis..................... 28
Figura 9 — Esquema de operacdo do modo duplo maltiplo. ..........cccevveieiiiiiecc i 29
Figura 10 — Perfis de separacdo dos pares de enantidmeroS 2 € 3.......ccccccevevveiveveeveeinesnennens 30
Figura 11 — Cromatogramas do extrato vegetal e suas fraGles ...........c.cvverveierenenenieniseninns 31
Figura 12 — Mecanismo da CCC com refinamento por zona de pH ........ccccevviiieiineninnnnns 32
Figura 13 — Publicacdes de acordo com a area de aplicacdo dos compostos separados .......... 35

Figura 14 — Classes dos compostos naturais separados por CCC .......cccccvvvevveiieieeiesiiesnennnns 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Condi¢des cromatograficas e resultados obtidos na comparacédo entre instrumentos
de HSCCC e HPCCC operando a diferentes velocidades ...........ccccvevevvivieinennne 15
Tabela 2 — VVolumes de solventes (em mL) para testes de partiCao. ..........cccceverererenvrnnnnnn 23
Tabela 3 — Perfil quantitativo de compostos naturais purificados de acordo com sua classe e 0
tipo de SSB eMPregado .......ccueiveiuieiiecie et 37
Tabela 4 — Comparacdo entre a enantiosseparacdo em escala preparativa de acido 2-fenil-
propidnIco POr CLAE € HSCCC ......cciiiiiiieieeeese e 39

Tabela 5 — Principais estudos de enantiosseparacao publicados entre 2013 e 2016. ............... 41



CCC

CCD

CD
ChMWat
CLAE
COSMO-RS
CPC
DESIGNER

ELS

EM

FE

FM
G.U.ES.S.
HBuWat
HEMWat
HPCCC
HSCCC
K

LI

NH3
NRTL-SAC
PEG

Rf
RMN-H
SQ

SSB

TFA
UNIFAC
uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Cromatografia Contracorrente

Cromatografia em Camada Delgada

Ciclodextrina

Chloroform/Methanol/Water

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Conductor-like Screening Model for Real Solvents
Cromatografia de Particdo Centrifuga

Depletion and Enrichment of Select Ingredients Generating Normalized
Extract Resources

Evaporative Light Scattering

Espectroscopia de Massas

Fase Estacionaria

Fase Movel

Generally Useful Estimate for Solvent Systems
Hexane/Butanol/Water

Hexane/Ethyl acetate/Methanol/Water
High-Performance Countercurrent Chromatography
High-Speed Countercurrent Chromatography
Coeficiente de Particdo

Liquido I6nico

Amonia

Nonrandom Two-Liquid Segment Activity Coefficient
Polietilenoglicol

Fator de Retencao

Ressonancia Magnética Nuclear de Préton

Seletor Quiral

Sistema Solvente Bifasico

Acido Trifluoracético

Universal Quasichemical Functional-group Activity Coefficients

Ultravioleta



SUMARIO

O LN I 2T0] 516107 IR 8
2 METODOLOGIA.......ooeeeeeeeeeeeeee e ses e 10
3 PRINCIPIO FUNDAMENTAL ..ot eeee et 11
4 EVOLUCAO DA CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE .......ccovvvieecieinnens 13
5 SISTEMAS SOLVENTES ......ooiiiiveeieseeeesiie st sssses s sses s 16
5.1 SISTEMAS SOLVENTES TRADICIONAIS .....ooovirveeeeeiseeeseseesseesssees s 16
5.2 SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS ........ooueeeiereeeeeieiesssseeseeseessesseneassiessssensess s, 18
5.3 OUTROS SISTEMAS SOLVENTES ........oiviieieissiereciesssssessessessessesssessessssessssssnsennens 19
5.4 SELECAO DO SSB .....ooocviveieeeeieeisseeeesiessesssesis s ssssss s 20
5.4.1 SELECAO EMPIRICA ..ottt n sttt 21
5.4.2 SELECAO SEMIEMPIRICA .....oooveeeeeeveeeeeee e veseeesessesis s 23
5.4.3 SELECAO TEORICA ......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ses s 24
6 MODOS DE ELUIGAO ........oooceieeeeeeeeeeeeeeeieses s sssses s 24
6.1 ELUICAO GRADIENTE .....coiiiiieeieeeeeeeeseseiesessssssssessssses s sss s s 25
6.2 ELUICAO COM EXTRUSAOQ .....cooveveeveieieieeeeeteeeee et ses e seesen s 27
6.3 ELUICAO EM MODO DUPLO ..ot essenaes s s 28
8.4 RECICLAGEM .....ooooioeeeeeeeeeeee et nas st 30
6.5 REFINAMENTO POR ZONA DE PH .....cooovievecieeieeeeeeeseesseesesses e sessssees s 31
7 SISTEMAS DE DETECCAO.........oiioeeeeeeeeeeeveeeeeee e sessies s 33
8 APLICACOES DA CCC..ooeeeeeeeeeeeveeeeteeeeeeaeseeee et ses e sen s 34
8.1 SEPARACAO DE PRODUTOS NATURAIS.........ooiveeeieeeeieeeesesseeeesesies s 35
8.2 ENANTIOSSEPARAGCAOQ ......ovvorveeieeeeeeeeevee e veessesees s 38
8.3 OUTRAS APLICAGCOES ......ovveeeeeeeeeeeeeeses e 42
9 CONSIDERACOES FINAIS.......ooovoeeeeeeeeseeeeeeee e sesee s ssseesees et sen s 43

LO REFERENCIAS ..o e ee e oo e e et e e e et e e e e es e ee e e s ar s 44



1 INTRODUCAO

A cromatografia contracorrente € uma técnica de separagdo por meio do
particionamento da amostra em um sistema liquido-liquido, sem envolver uma fase solida. A
fase estacionaria e a fase movel séo liquidos imisciveis, obtidas a partir de uma mistura de
solventes pré-equilibrados. A proporcdo relativa dos solutos da amostra em cada uma das
fases esta relacionada aos respectivos coeficientes de particio (MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006).

Os estudos iniciais em separacdo contracorrente foram realizados por Yoichiro Ito,
nos Estados Unidos, na década de 60, a partir dos quais 0s experimentos se dividiram em duas
metodologias distintas. A que hoje é chamada de Cromatografia de Particdo Centrifuga
(CPC), envolve o uso de cartuchos interconectados em torno de um eixo onde hd o
movimento de rotacdo. Nesse mecanismo, 0 movimento centrifugo resultante no equipamento
produz um campo gravitacional constante, mantendo a fase estacionéria nos cartuchos,
enguanto a fase movel passa por eles através de canais (YOON; CHIN; KIM, 2010).

Ja a outra técnica, chamada de cromatografia contracorrente (CCC), utiliza,
principalmente, uma tubulagdo de politetrafluoretileno enrolada em um suporte cilindrico, que
é submetido a um movimento giratério em dois eixos: em torno do seu préprio eixo e em
torno do eixo central do equipamento. Essa combinacgdo resulta em um movimento planetario,
que produz campo gravitacional varidvel dentro dos tubos (também chamados de coluna), o
gue permite alta eficiéncia de separacdo (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Nas duas técnicas hd o movimento contracorrente entre as fases. Devido a diferenca
de densidade entre 0s solventes e ao campo gravitacional originado do movimento centrifugo
ou planetério, a tendéncia é que a fase estacionaria se movimente em dire¢cdo oposta em
relacdo ao fluxo de fase mével (ITO, 2014). O enfoque desse trabalho serd o desenvolvimento
e as aplicacdes de separacBes de misturas realizadas por CCC, visto que é a técnica de
separacdo contracorrente mais utilizada e com aplicagdes mais promissoras, principalmente na
area de produtos naturais (BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2009).

Em comparacdo a outras técnicas cromatograficas, as principais vantagens da CCC
estdo relacionadas a auséncia de suporte sélido para fase estacionaria, permitindo a
recuperacdo total da amostra injetada, visto que ndo ha adsor¢do de analitos, processo
irreversivel que pode levar ao esgotamento do suporte e a perda de amostra (ITO, 2005a).
Ainda, o consumo de solvente por carga de amostra processada é menor em CCC, quando

comparado com Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), principalmente devido a



natureza liquida da fase estacionaria. A razdo entre o volume de fase estacionéria disponivel
para separacdo e o volume de fase mdvel é em torno de 80% na coluna de CCC, em contraste
a 20% da CLAE (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006; MINGUILLON, 2012), onde a
fracdo da coluna que participa ativamente do processo de separacdo é limitada pela interface
com a fase movel.

Além disso, em CLAE, a variacdo de fase estacionaria depende da disponibilidade de
colunas, que em geral representam um custo elevado no desenvolvimento metodoldgico. Em
CCC, dispondo apenas de alguns solventes de uso comum, pode-se ter grande variedade de
fase mdvel e de fase estacionéria, apenas variando as propor¢des de cada solvente no sistema
(HUANG; DI, 2015).

Em processos cromatograficos com suporte solido, como CLAE e Cromatografia
Gasosa, a eficiéncia da separacdo é indicada pelo nimero de pratos tedricos, que podem
chegar a centenas de milhares. Esse pardmetro ndo deve ser utilizado para comparagdo com
técnicas de fase estacionéria liquida, cujos pratos tedricos alcancados variam de centenas a
alguns milhares (ITO, 2005a). Em CCC, a retencdo da fase estacionéaria esta relacionada a
eficiéncia do processo. A variacdo no volume relativo de fase estacionaria na coluna é capaz
de modificar a resolugéo entre compostos com diferentes coeficientes de parti¢do, melhorando
a eficiéncia de uma separacdo especifica em analise de mesmas condi¢fes (SUTHERLAND,
2007).

Apesar das vantagens relacionadas ao uso de fase estacionéria liquida e do crescente
nimero de estudos relacionados a separacdo de compostos naturais, enantidmeros,
macromoléculas e impurezas, ainda ha pouca aplicacdo da CCC na industria farmoquimica e
farmacéutica. Sumner (2011) lista como principais barreiras: o processo de escolha do sistema
solvente; os maiores tempos de corrida, especialmente quando comparados aos de CLAE de
fase reversa; e a construcdo de equipamentos de qualidade, entre outros. Ainda assim € uma
técnica com uso industrial promissor, pois 0 escalonamento de um método analitico piloto
pode ser feito de forma rapida e previsivel, com elevadas taxas de pureza e rendimento
(SUTHERLAND, 2007; WOOD et al., 2007), sendo este fato um diferencial em comparacao
com outras técnicas cromatograficas.

Este trabalho tem como objetivo revisar a evolucdo da técnica de cromatografia
contracorrente, abordando aspectos relacionados aos sistemas solventes e modos de eluigéo,
enfatizando os estudos de purificagdo de produtos naturais, enantiosseparacdo e outras

aplicacdes publicadas recentemente.
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2 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento desta reviséo, foi realizada uma pesquisa bibliografica nas
bases de dados Scopus e Web of Science, utilizando os termos de busca “countercurrent
chromatography” e “counter-current chromatography”. Artigos cientificos e artigos de revisao
foram selecionados e utilizados na elaboragéo deste trabalho.

Para a construcdo de indicadores relacionados as publicacGes na area, utilizou-se a
base de dados Scopus, onde foi pesquisada a palavra-chave “countercurrent chromatography”,
limitando apenas para resultados em inglés, publicados entre janeiro de 2013 e agosto de
2016. Cada trabalho encontrado relacionado a uma aplicacdo préatica foi listado em uma
planilha de Excel®, junto com as seguintes informagdes: fonte de publicacdo, tipo de
equipamento utilizado, escala de trabalho e area de aplicacdo. A partir deste levantamento, 0s
dados compilados foram analisados e geraram os graficos apresentados no trabalho. Trabalhos
cujo enfoque principal era aprimoramento instrumental e modelagem matematica em CCC

ndo foram exaustivamente analisados, e foram segregados a parte.
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3 PRINCIPIO FUNDAMENTAL

A CCC ¢ uma forma de cromatografia de particdo liquido-liquido, em que o
principio de separacéo € baseado na particdo de um soluto entre duas fases liquidas imisciveis,
uma sendo mantida estacionaria em um sistema tubular giratério e outra mdvel, sendo
bombeada pelo sistema. Diferente de uma cromatografia liquida em coluna, onde a fase
estacionaria liquida estd adsorvida em um suporte solido, em CCC ndo héa suporte. A fase
estacionaria € mantida no interior da coluna devido ao campo gravitacional gerado no
equipamento. Em equipamentos hidrostaticos, o campo gravitacional é derivado da forga
centrifuga. Nos equipamentos hidrodindmicos, o campo gravitacional gerado na coluna
tubular espiralada é variavel, devido a forca gravitacional resultante da combinacdo dos
movimentos sincronos de rotacdo e translacdo. A Figura 1 ilustra um instrumento que realiza
esse movimento planetario, conhecido como “tipo J sincrono”, em que os eixos de rotagdo e
revolugdo sdo paralelos. A estrutura na qual a coluna esti enrolada gira em torno do seu
proprio eixo e em torno do eixo central do equipamento na mesma velocidade angular (®) e

na mesma direcdo (ITO, 2005a).

Figura 1 — Movimento planetario da coluna espiral tipo J
coluna espiral

engrenagem planetana

Eio deRofacio —--—-

Eio deRevoluchn —f ey Bvomv-or-—-——

engrenagem solar estacdionana

Fonte: adaptado de Ito (2005a).

Esse 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 diregédo
a outra extremidade, chamada de cauda. Essa tendéncia hidrodindmica permite a operacdo do
equipamento em dois modos. No modo normal, a coluna é inicialmente preenchida pela fase
mais densa (a fase inferior do sistema solvente), e entdo a fase movel de menor densidade (a
fase superior) € bombeada da cauda para a cabeca da coluna. JA no modo reverso, a coluna é
preenchida com a fase menos densa e a fase mais densa € bombeada da cabeca para a cauda.
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Dessa forma, com velocidade de rotacdo e fluxo adequados, € possivel reter mais de 50% de
fase estacionaria na coluna, que € o percentual minimo indicado para separacOes eficientes
(ITO, 1981; MINGUILLON, 2012).

Ainda, esse comportamento hidrodinamico proporciona um eficiente contato do
soluto com as duas fases liquidas. Na Figura 2A é possivel observar um esquema com varias
posicdes (I, 11, 111 e IV) que a coluna atinge durante o movimento planetario. A &rea da coluna
é dividida em zonas diferentes, devido aos diferentes campos gravitacionais resultantes
(Figura 2B). Proximo ao eixo central de rotacdo esta a zona onde ocorre a mistura das duas
fases liquidas, de campo gravitacional nulo, e na &rea restante tem-se a zona de decantacéo,
onde o campo ¢ alto (MINGUILLON, 2012).

Figura 2 — Movimento hidrodinamico das duas fases liquidas de um instrumento tipo J

B
.T
zona de
decantagdo
Fs Fs
Fl = FONE CONTraconr eme —g Fl
[
Centro da revolucio
(A) Distribuicdo das fases no interior da coluna em diferentes momentos do movimento (I, 11, 1l e IV). (B)

Distribui¢do das fases em uma volta da coluna espiral.
Fonte: adaptado de Ito (2014).

As zonas de mistura, que sdo onde ocorre efetivamente a particdo da amostra,
circulam pela tubulagdo, completando uma volta a cada revolucdo. Os solutos presentes em
qualquer porcdo da coluna se particionam entre as fases nessas zonas de mistura, em uma
frequéncia dependente da velocidade de rotacdo empregada (ITO, 2005a). Em equipamentos
de alta eficiéncia que operam a velocidades de até 1600 rpm, a frequéncia com que os solutos
sofrem particionamento entre as fases pode chegar a aproximadamente 26 vezes por segundo,
0 que permite separagdes com alta resolucdo, baseado nos diferentes comportamentos de
particdo dos componentes da amostra (GUZLEK; WOOD; JANAWAY, 2009).

A razdo de distribuicdo de um soluto entre duas fases solventes em equilibrio é

denominada de coeficiente de particdo (K). Em CCC, é calculado como:
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K = CFE

Cem
onde Cge € a concentracdo de soluto na fase estacionaria e Cgy na fase mével. Em um sistema
solvente especifico, o valor de K de um analito € um pardmetro invaridvel, e esta relacionado
a sua eluicdo no experimento de CCC. A faixa mais indicada de valores de K é de 0,4 e 2,5
(FRIESEN; PAULLI, 2005). Valores baixos indicam afinidade do soluto pela fase mével, o que
pode levar a eluicdo junto ao front de solvente, enquanto valores elevados estdo associados a
maior interacdo com a fase estacionaria, levando a tempos de corrida mais longos (FRIESEN;

PAULI, 2005).

4 EVOLUCAO DA CROMATOGRAFIA CONTRACORRENTE

Em 1949, Craig e Post desenvolveram um equipamento baseado na separagdo
liquido-liquido contracorrente, utilizando uma série de tubos de ensaio contendo a fase
estacionaria liquida por onde um fluxo de fase mdvel passava, com a amostra adicionada no
primeiro tubo (SUMNER, 2011). Este sistema com tubos ndo é mais utilizado, devido a
fragilidade e necessidade de grande espaco fisico.

No final da década de 1960 foram desenvolvidos os primeiros protétipos de
equipamentos de separacdo contracorrente similares aos utilizados atualmente. I1to e Bowman
(1970) chamaram de cromatografia contracorrente a técnica cromatografica de particéo
liquido-liquido que desenvolveram usando um tubo helicoidal preenchido com duas fases
liquidas imisciveis, sem a presenca de um suporte sélido (ITO; BOWMAN, 1970). Para a
formacédo de equilibrio hidrostatico entre as fases, a coluna helicoidal, preenchida inicialmente
com fase estacionéria, foi submetida a centrifugacdo enquanto a fase mdvel era introduzida no
sistema. Certo volume de fase estacionaria permaneceu retido, enquanto a fase mével era
bombeada pela tubulacédo (ITO; BOWMAN, 1970).

Durante os anos seguintes, desenvolveu-se a cromatografia contracorrente
hidrodindmica (ITO, 1981), empregando além da centrifugagdo, movimento de rotacdo em
torno do proprio eixo do suporte em que a tubulacdo esta envolta. Desse modo, o campo
gravitacional produzido no interior da coluna € variavel, e ndo constante. Estabelece-se um
equilibrio hidrodinamico entre as fases, sendo que cada uma delas ocupa aproximadamente
metade do volume total da coluna. Sistemas hidrodindmicos oferecem maior grau de mistura e
interface entre as fases, promovendo, em geral, um processo de particdo mais eficiente (ITO,
2005b).
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Visando melhorar a resolucdo entre os sinais cromatograficos, diversos arranjos
geométricos de colunas e eixos de rotacdo foram desenvolvidos desde entdo (ITO, 2005b),
promovendo também aumento no volume de fase estacionaria retida na coluna. O sistema
chamado “J” baseia-se em movimentos de rotacéo e revolucdo de mesma direcédo e velocidade
angular em eixos paralelos (ITO; BOWMAN, 1977). E utilizado atualmente em equipamentos
de cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC, do inglés high-speed
countercurrent chromatography) e cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (HPCCC,
do inglés high-performance countercurrent chromatography).

Em HSCCC, o suporte cilindrico onde a coluna é enrolada é de maior didmetro,
aumentando o raio do movimento de rotacdo (ITO; SANDLIN; BOWERS, 1982). Esses
equipamentos operam a velocidades de rotacdo que geram forcas de aceleracdo de até 80
vezes a aceleracdo da gravidade da Terra (80 x g), o que possibilita obter retencdo de fase
estacionédria de mais de 50% do volume total da coluna, além de maior eficiéncia na
separacdo. De maneira geral, as analises realizadas em equipamentos de HSCCC suportam
uma carga de amostra que varia de 0,2 a 0,6 g/h, com duracdo minima de 120 min
(SUTHERLAND:; FISHER, 2009).

Na década de 2000, desenvolveu-se a HPCCC, em que equipamentos com 0 mesmo
mecanismo de funcionamento foram capazes de atingir maiores velocidades (1600 rpm),
gerando forcas gravitacionais de 240 x g no interior da coluna (GUZLEK; WOOQOD;
JANAWAY, 2009). Separacdes por HPCCC tem menor tempo de corrida, na ordem de
dezenas de minutos, mantendo boa resolucdo de analise em escala analitica e preparativa, com
carga de amostra de até 103 g/h e alta retencdo de fase estaciondria (SUTHERLAND;
FISHER, 2009).

Guzlek, Wood e Janaway (2009) publicaram um trabalho comparando equipamentos
de HSCCC e HPCCC, utilizando como amostra a mistura conhecida como “G.U.E.S.S. mix”
(do inglés Generally Useful Estimate for Solvent Systems), composta por substéncias de
diferentes polaridades e disponiveis comercialmente (FRIESEN; PAULI, 2005). As colunas
foram submetidas a movimentos de rotacdo de diferentes velocidades, dependendo da
aceleracdo centripeta (a;) desejada, calculada como:

a. = Rw?
onde R € o raio do rotor, em metros, » € a velocidade rotacional em rad/s. A razdo entre a
aceleracdo centripeta e a aceleracdo gravitacional da Terra no nivel do mar (9,81 m/s?),
chamada de forca-g, foi utilizada para comparacdo entre os diferentes instrumentos. A Tabela
1 contém algumas condic6es (velocidade de rotacdo, forca-g resultante na coluna e fluxo de
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fase movel) e parametros avaliados (retencédo de fase estacionaria e tempo de separagdo para

0s componentes da amostra).

Tabela 1 — Condigdes cromatograficas e resultados obtidos na comparacao entre instrumentos
de HSCCC e HPCCC operando a diferentes velocidades.

Instrumento Velocidade Forca-g Fluxo _ Retencao de Tem_po de _
(rpm) (x Q) (mL/min) FE (%) corrida (min)

HSCCC 800 54 1,5 68 320

HPCCC 751 54 1,5 73 130

HPCCC 918 80 1,5 77 130

HPCCC 1600 243 1,5 88 105

FE: fase estacionaria.
Fonte: Guzlek, Wood e Janaway (2009).

Os resultados permitiram afirmar que com campos gravitacionais de maior
intensidade (forca-g), mantendo-se o mesmo fluxo de fase mével, aumenta-se a retencdo de
fase estacionaria, o que leva a separagbes em menor tempo. Outros resultados ainda
evidenciaram que os métodos em HPCCC foram capazes de processar uma quantidade dez
vezes maior de amostra, com maior resolucdo entre os picos (GUZLEK; WOOD;
JANAWAY, 2009).

Outro trabalho comparando diferentes instrumentos de CCC foi realizado por Zhang
e colaboradores (2012). Foi desenvolvido um método em HPCCC em escala preparativa para
separacdo de geniposideo de frutos de Gardenia jasminoides Ellis. Em comparacdo com
métodos publicados anteriormente, a taxa de transferéncia (quantidade de amostra bruta
processada) e a eficiéncia (quantidade de composto isolado recuperado) foram,
respectivamente, 15 e 8 vezes maiores do que os métodos empregando HSCCC. Também foi
realizada uma avaliacdo de custo-eficiéncia desses métodos, evidenciando o melhor
desempenho do desenvolvido em HPCCC, com 0,07 gh™$™, enquanto as separacbes em
HSCCC obtiveram custo-eficiéncia entre 0,002 e 0,04 gh™’$™ (ZHANG et al., 2012).

Entretanto, ha poucos modelos de equipamentos de HPCCC sendo comercializados,
e todos sdo do mesmo fabricante, Dynamic Extractions. Com base no levantamento realizado
na base de dados Scopus, empregando o termo “countercurrent chromatography”, no periodo
de 2013 a 2016, constata-se ainda predominancia de publica¢bes envolvendo HSCCC em
relacdo a HPCCC (Figura 3). Em 2013 e 2014 foram publicados cerca de dez vezes mais
estudos em HSCCC que em HPCCC. A tendéncia € que essa diferenca diminua, pois em 2015
a razdo entre as separa¢des em HSCCC e HPCCC passou para aproximadamente 5,4, e em
2016 esta em 3,5.
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Figura 3 — Artigos publicados com estudos em HSCCC e HPCCC
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Fonte: elaborado pela autora.

O desenvolvimento técnico da CCC ainda estd em evolugdo. Dentre as publicacoes
levantadas na base de dados, aproximadamente 13% eram estudos relacionados a novas
metodologias ou modificacdes instrumentais, estas Ultimas envolvendo principalmente a
geometria da coluna de separacdo (ENGLERT; VETTER, 2015a).

Os equipamentos em uso atualmente, tanto de HSCCC quanto HPCCC s&o
compostos por uma bomba para fase movel e fase estacionéria, uma valvula de injecdo da
amostra, a centrifuga com uma ou mais colunas envoltas em suporte cilindrico, um coletor de
fracBes e um sistema detector (MINGUILLON, 2012).

5 SISTEMAS SOLVENTES

5.1 SISTEMAS SOLVENTES TRADICIONAIS

A maior parte dos sistemas solventes bifasicos (SSBs) utilizados em CCC sdo
misturas ternarias ou quaternarias contendo agua 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 alcanos como solvente
majoritario da fase superior. Nesse caso, obtém-se uma fase superior organica de carater
menos polar, e uma fase inferior aquosa de maior polaridade.

Composicoes pré-definidas de heptano, acetato de etila, metanol e 4gua sdo propostas
e tabeladas para serem utilizadas como sistemas solvente em CCC e CPC, sendo conhecidas
como sistema Arizona, devido a nomenclatura de cada proporg¢ao com letras que vdo de A a Z
(Figura 4). A substituicdo de heptano por hexano produz minimas alteragfes em separagdes

previamente otimizadas com uma propor¢do do sistema Arizona (BERTHOD; HASSOUN;
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RUIZ-ANGEL, 2005). Sistemas que contém esses solventes em diferentes propor¢des sdo
eficazes na separacdo de substancias em uma ampla faixa de polaridade, abrangendo
compostos lipofilicos até moderadamente polares (FRIESEN; PAULI, 2007). Em geral, esses
sistemas se separam em duas fases rapidamente, 0 que esta relacionado a processos com boa

retencao de fase estacionaria (ITO, 2005a).

Figura 4 — Composicao percentual (v/v/v/v) das 23 misturas nomeadas de A a Z
0% 20% 40% 60% 80% 100%

N<XS<Cdwd3POvzZzZ2~xCcIOTMTN®>

W Heptano B Acetato de Etila = Metanol B Agua

Fonte: adaptado de Berthod, Hassoun e Ruiz-Angel (2005).

Skalincka-Wozniak e Garrard (2015) realizaram um levantamento dos SSBs
utilizados para purificacdo de produtos naturais por CCC e CPC no periodo de 1984 a 2014.
Concluiram que ndo havia distincdo entre as duas técnicas, sendo a CPC considerada uma
técnica irmd da CCC, apesar de envolver equilibrio hidrostatico entre as fases liquidas. Foram
relatados 2594 SSBs diferentes, sendo que aproximadamente 96% dos sistemas isocraticos
continham &gua em sua composi¢do. Os quatro solventes mais listados nas composicOes de
sistemas solventes foram 4&gua, acetato de etila, metanol e hexano, evidenciando a
popularidade dessa familia de solventes, conhecida como HEMWat (do inglés hexane/ethyl

acetate/methanol/water). Uma grande variedade de compostos tem sido separada com a
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utilizacdo dessa familia, sendo, na maior parte das vezes, a primeira opcéo para separacao de
novas substancias.

Em geral, compostos de maior polaridade sdo direcionados a utilizacdo de sistemas
com menores proporc¢des de alcano em sua composicao. No entanto, essa estratégia pode levar
a producdo de maior volume de fase inferior que de fase superior, com gasto desnecessario de
solventes. Em virtude disso, a separacdo de amostras de carater hidrofilico muitas vezes
envolve outras abordagens. A segunda familia de solventes mais usada, composta por
cloroformio, metanol e 4gua, conhecida como ChMWat (do inglés
chloroform/methanol/water), é indicada para isolamento de compostos mais polares, entre 0s
quais compostos fenolicos, flavonoides e alcaloides (FRIESEN; PAULLI, 2005). Outra familia
utilizada em amostras polares € a composta por hexano, butanol e agua (HBuWat, do inglés
hexane/butanol/water), usada na separacdo, por exemplo, de flavonoides glicosilados e
saponinas de menor polaridade (COSTA et al., 2015). Muitas vezes o isolamento de
moléculas hidrofilicas, como peptideos (HU; PAN, 2012), requer a utilizacdo de solventes
menos comuns, entre os quais éter metil-terc-butilico, diclorometano e acetonitrila (ITO,
2005a).

Para o isolamento de compostos ionizéaveis, é possivel ajustar o valor de K pelo
controle do pH, utilizando ao invés de &gua, uma solucdo aquosa de sulfato de aménia ou
acido trifluoracético, por exemplo (GARRARD, 2005; HU; PAN, 2012). Berthod, Hassoun e
Ruiz-Angel (2005) avaliaram os efeitos da modificacdo do pH em diferentes SSBs na eluicdo
do acido benzoico, que pode ser encontrado sob a forma neutra, ionizada ou dimérica, quando
em presenca de heptano, através do tamponamento da &gua utilizada nos SSBs compostos por
heptano e &gua. Em pH é&cido, ha o favorecimento da espécie neutra, que tem maior
solubilidade na fase superior organica, onde ocorre a dimeriza¢do. A adicdo de butanol ao
sistema, mantendo o pH, reverteu a formacdo de dimeros, e consequentemente, alterou o valor
de K e eluicdo do acido benzoico (BERTHOD; HASSOUN; RUIZ-ANGEL, 2005).

5.2 SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS

Sistemas biféasicos aquosos tém sido utilizados para separacdo de compostos
bioativos, ja que preservam a atividade e a conformacéo das substancias em solucéo (FREIRE
et al., 2012; LI; WU, 2016). Esses sistemas contém uma concentracdo apropriada de um par
de solutos em agua, que sdo capazes de induzir a separacdo do sistema aquoso em duas fases.

Esses solutos geralmente sdo um par de polimeros, um par de sais, ou um polimero e um sal.
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Em HSCCC, os sistemas bifasicos aquosos mais amplamente utilizados contém
polietilenoglicol (PEG) de alto peso molecular (> 1000) e algum sal (ZHOU et al., 2014).

Uma vez que as duas fases sdo compostas por agua, a diferenca de densidade entre
elas € baixa, 0 que pode acarretar na perda de fase estacionaria durante o processo. Uma
forma de aumentar a retencdo da fase estacionéria é alterando a geometria da coluna, o que
requer adaptagdo instrumental (LI; WU, 2016). Outra forma é pela otimiza¢do das
propriedades fisicas do sistema, como aumento de densidade e viscosidade (BEZOLD;
GOLL; MINCEVA, 2015).

Liquidos i6nicos (LIs) sdo sais com ponto de fusdo abaixo da temperatura ambiente,
que tipicamente consistem em um cation organico contendo fésforo ou nitrogénio e um anion
inorganico. Como caracteristicas, possuem alta viscosidade e baixa pressao de vapor, sendo
utilizados como solventes alternativos aos solventes organicos volateis. As suas propriedades
solventes os tornam candidatos para aplicacdo em processos reacionais e de separagéo,
inclusive CCC (BERTHOD; CARDA-BROCH, 2004). Em geral, compdem, junto com outro
sal, SSBs aquosos que resultam em melhor retencdo de fase estacionaria, em comparagdo aos
sistemas aquosos que utilizam polimeros e sais comuns.

A miscibilidade em &gua e em outros solventes depende da estrutura do LI.
Geralmente se adiciona uma propor¢do minima de solvente organico a mistura de LI e agua,
para adequar a viscosidade do SSB. Além disso, a adicdo de LIs como adjuvantes ao sistema
solvente modifica as caracteristicas da mistura, de modo que pode-se obter melhores
parametros de separacdo (FREIRE et al., 2012).

Bezold, Goll e Minceva (2015) fizeram um estudo da aplicabilidade dos LIs com
cations do tipo imidazélio para separacdo de proteinas por CCC. Foram avaliados LIs com
diferentes anions associados e com trés diferentes comprimentos de cadeia lateral do cation.
Os melhores resultados (valor de K dos analitos e propriedades fisicas como densidade e
viscosidade das fases) foram observados quando se adicionaram pequenas concentragdes (2,5,
5,0 ou 7,5 %) de LI como modificador em sistemas compostos por PEG 600/mistura de sais
de fosfato/dgua. Assim, pode-se fazer um ajuste fino do coeficiente de particdo dos solutos,
devido ao aumento da solubilidade das proteinas na fase superior (rica em polimero) na

presenca de um LI no sistema.

5.3 OUTROS SISTEMAS SOLVENTES
Sendo a composicdo do sistema solvente um fator determinante para a separagao de

compostos por CCC, muitos esforgcos tém se voltado ao uso de solventes alternativos, quando
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0s SSBs usuais ndo sdo satisfatorios. Alguns desses solventes alternativos agem como
modificadores do sistema, que ao interagir com as moléculas alvo permitem sua distribuicdo
em ambas as fases, promovendo um bom isolamento na corrida cromatografica (FRIESEN;
PAULLI, 2007).

Por exemplo, para a separacdo dos isomeros a- ¢ -caroteno, que possuem natureza
fortemente lipofilica, foi adicionado ao sistema solvente ndo aquoso hexano/acetonitrila o
agente modificador trifluortolueno, que possui um grupo polar trifluorometil ligado ao
benzeno. Com a presenca do modificador, a fase inferior (acetonitrila) teve sua natureza
alterada, pois passou a apresentar propriedades mais apolares, promovendo a particdo dos
compostos entre as duas fases. O SSB final, hexanof/trifluortolueno/acetonitrila (10:3,5:6,5,
viviv) foi capaz de separar os dois isdmeros em tempo satisfatorio e boa resolugédo
(ENGLERT; HAMMANN; VETTER, 2015).

Outra abordagem para separagédo de substancias com uma ampla faixa de polaridades
é a utilizacdo de misturas de solventes que formem um sistema com trés fases em equilibrio.
Mesmo os solventes tradicionais da técnica (como hexano, acetato de etila, acetonitrila e
agua), em razdes volumétricas especificas, podem formar um sistema trifasico (LIU et al.,
2015c). Ha estudos que utilizam uma das trés fases como fase estacionéria, enquanto as outras
duas sdo eluidas como fase moével (LIU et al., 2015c¢); outros em que uma das fases atua como
fase mével e a combinacdo das outras fases compde a fase estacionaria, formando uma assim
chamada ‘coluna combinada’ (YANAGIDA et al., 2007; YIN et al., 2013); e ainda estudos

que utilizam apenas duas das trés fases obtidas (WU et al., 2015).

5.4 SELECAO DO SSB

Em CCC, a etapa mais critica no estudo do isolamento de uma substancia € a selecdo
do SSB. Diferente de outras metodologias de separacdo, a fase estacionaria e a fase mével ndo
sdo independentes, pelo contréario, a composicdo de cada uma das fases esta relacionada ao
equilibrio formado entres ambas as fases em um sistema de diferentes solventes. Por essa
razdo, ndo é possivel escolher a fase estacionaria separadamente da fase movel. Séo
escolhidas em uma mesma etapa, em que é avaliada a natureza e a proporcdo de cada
componente da mistura de solventes que formara as duas fases.

Segundo Ito (2005a), alguns requisitos sdo indispensaveis para o SSB selecionado:

1) os analitos devem ser solUveis e estaveis no sistema;
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2) a separacgdo dos solventes em duas fases distintas deve ocorrer em tempo inferior a
30 segundos, para garantir um percentual satisfatorio de retencdo de fase estacionaria na
coluna;

3) as duas fases formadas devem ter razdo volumétrica aceitavel, de forma que nédo
haja perda excessiva de solvente;

4) o sistema deve fornecer coeficientes de particdo adequados para 0S cOmpostos

alvo, possibilitando uma separacdo com boa resolucao.

5.4.1 SELECAO EMPIRICA

A forma mais direta de se escolher o SSB € utilizando equipamentos de CCC
analiticos (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006). As colunas de escala analitica possuem
capacidade de aproximadamente 20 mL, podendo ser utilizadas como triagem para separacdes
em escalas maiores. Essa abordagem de selecdo requer conhecimento prévio do
comportamento entre a amostra e as familias de sistemas solventes e depende de
disponibilidade instrumental, o que limita sua aplicacdo. As estratégias que tém sido mais
utilizados para a selecdo do SSB envolvem processos iterativos de determinacdo dos valores
de K em experimentos de particdo ou dos fatores de retencdo (R;) em Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) (FRIESEN et al., 2015).

Para 0s experimentos de particdo, geralmente se utiliza uma amostra padrdo, que é
dissolvida no SSB testado. Apds o equilibrio, é feita a quantificacdo do analito em cada uma
das fases, e a partir desses resultados é calculado o valor de K para um determinado SSB.
Uma vez que valores iniciais sdo conhecidos, novos experimentos sdo conduzidos, até que se
chegue a um valor de K adequado (GARRARD, 2005).

As faixas de K indicadas para corridas de CCC sdo variaveis, mas em geral sdo
recomendados valores maiores que 0,4. Coeficientes muito baixos estdo associados a baixa
resolucdo dos picos (ITO, 2005a), e, principalmente, a eluicdo préxima ao fronte do solvente
(HU; PAN, 2012). Ja os valores maiores que 2,5 indicam maior interacdo com a fase
estacionaria, levando a corridas mais longas e picos mais largos (FRIESEN; PAULLI, 2005). A
Figura 5 ilustra a faixa ideal de coeficiente de particdo relacionada a resolucéo dos picos no
cromatograma. Além disso, quando se visa a separagdo e o isolamento de um grupo de
analitos, a razdo entre os valores de K dos compostos deve ser levada em consideracdo. Essa
razdo, conhecida como fator de separac¢do o, deve ser maior que 1,5, para obten¢do de uma

boa resolucéo entre os sinais (ITO, 2005a).
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Figura 5 — Faixa ideal dos valores de K
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Fonte: adaptado de Friesen e Pauli (2005).
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Obtendo-se o valor de K do analito em equilibrio estatico é possivel inferir com boa
correlacéo o valor de K no mesmo SSB produzido no equilibrio hidrodindmico de CCC (LIU
et al., 2015b), o que justifica 0 amplo uso dessa estratégia em grande parte dos estudos
(FRIESEN et al., 2015). Como a possibilidade de combinacdes de solventes é praticamente
infinita, alguns protocolos foram montados, para auxiliar na busca sistematica de um SSB
adequado. A Tabela 2 traz 28 proporcdes, sendo que as proporcdes destacadas podem ser
testadas inicialmente e, conforme o resultado de K obtido, testar propor¢des mais acima ou
mais abaixo na tabela, que correspondem a SSB mais ou menos polares, respectivamente.

Existem sistemas automatizados para manipulacdo de liquidos, que realizam os
experimentos de particdo testando diversas combinacdes de SSB simultaneamente,
economizando tempo e esfor¢co operacional (GARRARD, 2005). No entanto, poucos
laboratérios dispbem dessa capacidade, e a selecdo empirica do SSB é uma etapa bastante
dispendiosa no desenvolvimento de uma metodologia por CCC.

Uma forma mais simples de guiar a escolha do SSB é por CCD, onde uma porc¢éo de
amostra € dissolvida em SSB com mesmo volume de fase inferior e superior. FracGes
coletadas de ambas as fases sdo aplicadas em uma placa cromatogréfica de silica e eluidas
com a fase menos polar (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006), e avaliam-se entdo os
valores de Ry dos componentes a serem separados, sendo que resultados proximos a 0,5 sdo
promissores para separacfes em CCC. Utilizando diferentes propor¢des das familias de
solventes HEMWat e ChMWat, Friesen e Pauli (2005) demonstraram a relagdo existente entre
os valores Rt e os coeficientes de particio obtidos experimentalmente. E desejavel que os
valores de R¢ sejam entre 0,29 e 0,71, pois estdo relacionados a valores de K entre 0,4 e 2,5.
No entanto, esta correspondéncia ndo necessariamente implica um bom resultado em CCC
com o SSB selecionado, ja que o mecanismo de separacéo por CCD envolve também, além da
particdo, a adsorcéo da amostra no suporte (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).
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Tabela 2 — Volumes de solventes (em mL) para testes de particao.

N° Heptano AEt MeOH BuOH Agua
1 0,00 0,00 0,00 2,00 2,00
2 0,00 0,40 0,00 1,60 2,00
3 0,00 0,80 0,00 1,20 2,00
4 0,00 1,20 0,00 0,80 2,00
5 0,00 1,60 0,00 0,40 2,00
6 0,00 2,00 0,00 0,00 2,00
7 0,10 1,90 0,10 0,00 1,90
8 0,20 1,80 0,20 0,00 1,80
9 0,29 1,71 0,29 0,00 1,71
10 0,33 1,67 0,33 0,00 1,67
11 0,40 1,60 0,40 0,00 1,60
12 0,50 1,50 0,50 0,00 1,50
13 0,57 1,43 0,57 0,00 1,43
14 0,67 1,33 0,67 0,00 1,33
15 0,80 1,20 0,80 0,00 1,20
16 0,91 1,09 0,91 0,00 1,09
17 1,00 1,00 1,00 0,00 1,00
18 1,09 0,91 1,09 0,00 0,91
19 1,20 0,80 1,20 0,00 0,80
20 1,33 0,67 1,33 0,00 0,67
21 1,43 0,57 1,43 0,00 0,57
22 1,50 0,50 1,50 0,00 0,50
23 1,60 0,40 1,60 0,00 0,40
24 1,67 0,33 1,67 0,00 0,33
25 1,71 0,29 1,71 0,00 0,29
26 1,80 0,20 1,80 0,00 0,20
27 1,90 0,10 1,90 0,00 0,10
28 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00

AEt: acetato de etila; MeOH: metanol; BuOH: butanol.
Fonte: adaptado de Garrard (2005).

5.4.2 SELECAO SEMIEMPIRICA

A predicdo ou estimativa do valor de K por modelos matematicos tem sido estudada
para facilitar a escolha do SSB ideal. Diferente da predicéo bastante acurada do coeficiente de
particdo octanol/agua, a estimativa do coeficiente de particdo em um SSB de CCC é uma
operacdo mais complexa (REN et al., 2015). Para prever o comportamento do analito em
solucdo, ndo é apenas sua polaridade que é levada em consideragdo. A estimativa é feita em
cima das propriedades termodindmicas do analito e dos solventes que compdem o SSB
(FRIESEN et al., 2015).

Ren e colaboradores (2016) empregaram um método semiempirico para selegdo do
SSB para separacdo de sete componentes de Spirodela polyrrhiza (L.) com diferentes

polaridades. A estratégia computacional utilizada no trabalho, NRTL-SAC (do inglés
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nonrandom two-liquid segment activity coefficient), requer o resultado de trés a cinco
experimentos de particdo para poder predizer o valor de K em diferentes proporcdes de SSB,
mesmo que em familias de solventes distintas (REN et al., 2015). Enquanto as caracteristicas
termodinamicas dos solventes utilizados podem ser extraidas da literatura, os valores
experimentais de K sdo necessérios para determinacdo dos parametros moleculares dos
solutos: hidrofobicidade, hidrofilicidade, polaridade e forca de solvatacdo. Com esses dados, a
estrutura dos compostos alvo ndo precisa ser informada, o que € interessante quando se deseja

separar produtos naturais cuja estrutura molecular ainda é desconhecida (REN et al., 2013).

5.4.3 SELECAO TEORICA

Para métodos completamente tedricos, a solubilidade de cada composto é calculada
independentemente em cada uma das fases. E necessario conhecer, além da composicio da
fase e da estrutura molecular dos solventes, a estrutura molecular do analito, pois os modelos
in silico levam em conta as caracteristicas geométricas das moléculas envolvidas. O processo
completo, até chegar ao calculo do coeficiente de particdo, requer pelo menos trés plataformas
de softwares diferentes (LIU et al., 2015b), o que limita a aplicacdo apenas de estratégias
computacionais para escolha do SSB.

Frey, Hopmann e Minceva, (2014) avaliaram os coeficientes de particdo de 14
solutos, em cinco familias de SSBs diferentes, utilizando os modelos termodindmicos
conhecidos como UNIFAC (do inglés Universal Quasichemical Functional-group Activity
Coefficients) e COSMO-RS (do inglés Conductor-like Screening Model for Real Solvents). Os
valores de K foram obtidos de trés formas: através de experimentos de particdo, realizados
pelos autores ou extraidos da literatura; calculados somente por dados tedricos acerca das
estruturas dos solutos e dos solventes; ou calculados teoricamente a partir de resultados
experimentais relativos ao equilibrio liquido-liquido entre os solventes. De modo geral, os trés
resultados de K para um soluto em determinado SSB foram muito préximos, evidenciando a
aplicabilidade dos modelos tedricos na escolha do SSB para uso em CCC. Os autores
destacam a superioridade do modelo preditivo COSMO-RS, em que estruturas moleculares

mais complexas de solutos ou solventes podem ser avaliadas.

6 MODOS DE ELUICAO

As aplicagdes mais convencionais de CCC utilizam um sistema solvente em modo de

eluicdo isocratico para separacdo de componentes majoritarios de misturas complexas
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(BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2009). Diversas alternativas tém sido
empregadas visando o isolamento de compostos de diferentes polaridades ou corridas de
menor duracdo, como por exemplo a eluicdo em gradiente de polaridade. No entanto, alterar o
modo de eluicdo pode comprometer a retencdo da fase estacionaria na coluna, ja que afeta o
equilibrio liquido-liquido entre as duas fases (MARSTON; HOSTETTMANN, 2006).

Os modos de eluicéo tradicionais em CCC sédo classificados em normal e reverso,
como em cromatografia liquida. No modo normal de operacdo, a fase inferior do SSB ¢
utilizada inicialmente para preencher a coluna. Entdo, enquanto a coluna realiza 0 movimento
giratério em dois eixos, é iniciado o bombeamento de fase mdvel (a fase superior) para
estabelecimento do equilibrio entre as duas fases no interior da coluna. Atingido o equilibrio,
a amostra € injetada e as fracdes eluidas sdo detectadas, caso haja um sistema de deteccao
acoplado, e coletadas de acordo com o volume desejado. Para 0 modo de operacao reverso, a

fase superior é usada como fase estacionaria enquanto a fase inferior atua como fase mével.

6.1 ELUICAO GRADIENTE

Alterar a proporcdo dos solventes da fase mdvel durante a corrida de CCC, ou seja,
utilizar uma eluicdo em modo gradiente de polaridade, foi uma das primeiras estratégias
empregadas para separagdo de componentes com uma ampla faixa de valores de K de uma
mistura complexa. Para evitar a perda de fase estacionaria durante este processo, o ideal é que
0 SSB seja robusto, mantendo a composicdo da fase estacionaria estavel mesmo quando a
composicdo da outra fase é alterada (IGNATOVA et al., 2011).

O gradiente pode ser linear ou ndo, sendo que em um gradiente linear a mudanca da
polaridade ocorre de forma gradual, e no gradiente ndo-linear, a polaridade é alterada
abruptamente. Este ultimo é o mais empregado, onde em algum ponto da corrida com o SSB
primario € bombeada uma nova fase mével (HUANG et al., 2016). Tipicamente, em uma
corrida em modo reverso, a nova fase mével é composta por uma proporcdo menos polar dos
mesmos solventes utilizados no SSB original, para eluir os analitos de menor polaridade. Ha
poucos estudos em que a segunda fase movel empregada é composta por solventes diferentes
daqueles usados para formulagdo do SSB original (FRIESEN et al., 2015).

Yang e colaboradores (2013) isolaram quatro podofilotoxinas com modos de eluigédo
isocraticos e gradiente, utilizando os SSB compostos por hexano/acetato de etila/metanol/
agua (4:6:3:7 e 4:6:4:6, v/iviviv). Os testes foram realizados em HSCCC em modo reverso,
variando a composicao da fase movel composta por metanol e 4gua. Em relacdo as eluicdes

isocraticas (Figura 6A e 6B), os modos de gradiente linear (Figura 6C) e ndo-linear (Figura
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6D) apresentaram melhor resolugdo. Ainda, o gradiente ndo-linear apresentou menor tempo
de corrida (360 min) em relacdo ao gradiente linear (420 min).

Para otimizar a separacdo de compostos com valores de K muito diferentes também
pode ser usado um gradiente de fluxo. O aumento da vazéo de fase movel durante a corrida
permite diminuir o tempo de separacdo para compostos com afinidade pela fase estacionaria
(HUANG et al., 2016). Entretanto, a resolucdo pode ser afetada, devido a maior perda de fase
estacionaria causada por fluxos mais elevados (LEITAO; COSTA, 2015).

Figura 6 — Perfil de separacao de podofilotoxinas (1, 2, 3 e 4) com SSB HEMWat
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Fonte: adaptado de Yang e colaboradores (2013).

Todavia, Ko e colaboradores (2013) conseguiram resultados com melhor resolugéo
aplicando um gradiente de fluxo durante o processo de separac¢do. Foram testados diferentes
fluxos para a separacdo por HPCCC de cinco oligostibenos, apds otimizacdo do SSB
hexano/acetato de etila/metanol/agua (4:8:4:10, v/v/v/v) utilizado em modo reverso (Figura
7). Ao dobrar o fluxo, de 5 para 10 mL/min, a pureza do composto 3 caiu para menos de 90%.
Foi testado, entdo, um gradiente, em que um fluxo de 4 mL/min foi mantido nos 70 min
iniciais, a partir de onde passou para 8 mL/min. A alta velocidade atingida pelo equipamento
de HPCCC (até 1600 rpm) foi capaz de reter 65% de fase estacionaria na coluna, mesmo com
alta vazdo de fase movel. Dessa forma, aplicando-se o gradiente de fluxo todos os compostos
foram separados com boas resolucGes e purezas.

Ja para compostos ionizaveis que quando em sua forma neutra possuem valores de K

muito préximos, pode ser aplicado um gradiente de pH. Durante a elui¢do, sdo bombeadas
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fases mdveis aquosas ajustadas a diferentes valores de pH, de acordo com o pK, dos acidos ou
bases que se deseja separar. O pH inicial deve, por exemplo, promover a ionizacdo apenas dos
compostos de maior acidez, favorecendo o deslocamento de seu equilibrio para fase mdvel.
Com o aumento do pH, em um gradiente gradual ou intermitente, o processo de ionizacédo e
deslocamento ocorrerd da mesma forma com os compostos menos acidos, promovendo a sua
eluicdo em diferentes fragdes (DUANMU et al., 2010; FRIESEN et al., 2015).

Figura 7 — Perfil de separacdo de oligostibenos (1, 2, 3, 4 e 5) com SSB HEMWat (4:8:4:10)
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(A) Fluxo de 5 mL/min. (B) Fluxo de 10 mL/min. (C) Gradiente de fluxo de 4 mL/min (0 — 75 min) a 8 mL/min
(75 — 250 min).
Fonte: adaptado de Ko e colaboradores (2013).

6.2 ELUICAO COM EXTRUSAO

A aplicacdo da eluicdo de extrusdo é voltada para amostras complexas, em que 0s
solutos possuem grandes diferencas de polaridade entre si. O objetivo é acelerar a eluicdo dos
compostos retidos na fase estaciondria, ou seja, aqueles com maiores valores de K, que
levariam mais tempo para serem eluidos na fase mével (HU; PAN, 2012).

A primeira parte do processo é uma eluicdo convencional. Apds o bombeamento de
um determinado volume de fase movel, a eluicdo é continuada substituindo-se a fase movel
pela estacionaria, que passa a ser bombeada continuamente. Essa etapa € chamada de
varredura, pois ainda ha fase movel sendo eluida. Apos a eluicdo completa da fase mével que
havia na coluna, ocorre a extrusdo propriamente dita, em que tanto a coluna quanto o eluente
sdo compostos apenas pela fase estacionaria. Esta, retida inicialmente na coluna, é eluida
completamente, permitindo que todos os componentes sejam separados e recuperados (WU;
CAO; WU, 2012). Dessa forma, esse método reduz o consumo de solventes e o tempo de
separacdo (HUANG et al., 2016).

Em estudo realizado em escala preparativa (volume total da coluna de
aproximadamente 1000 mL) com a extrusdo da fase estacionaria, Paek e Lim (2014)

separaram sete compostos naturais de raizes de Nardostachys chinensis com atividade



28

farmacoldgica, cujos valores de K variavam de 0,49 a 4,23. A etapa de varredura, ou seja, 0
bombeamento de fase estacionaria, iniciou aos 180 min, com fluxo de 5 mL/min. Aos 280
min, aproximadamente, a coluna foi preenchida completamente com a fase estacionéria, e
entdo iniciou-se a etapa de extrusdo dos compostos mais retidos. A elui¢cdo convencional,
durante o0 mesmo tempo de corrida, néo foi capaz de separar um dos componentes, como pode

ser observado na Figura 8.

Figura 8 — Separacdo de compostos naturais (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) de N. chinesis
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Fonte: adaptado de Paek e Lim (2014).

6.3 ELUICAO EM MODO DUPLO

Na eluicdo em modo duplo, a fase que esta sendo bombeada é trocada pela outra
fase, com a troca simultanea da direcdo do fluxo (ENGLERT; VETTER, 2015a). De maneira
analoga a eluicdo de extrusdo, os solutos retidos na fase estacionaria durante a primeira parte
da corrida serdo eluidos no segundo modo de elui¢do. O ponto em que ocorrera a troca do
modo de operacdo é critico, para que nao ocorra eluicdo parcial do analito em ambas as fases
(FRIESEN et al., 2015).

E possivel realizar diversos ciclos de inversdo em uma mesma analise, estratégia
chamada de modo duplo mdltiplo (Figura 9). Apos a primeira troca de modo de eluicdo,
ocorre uma nova troca, para voltar ao modo de elui¢cdo primario, o que tem efeito de

prolongamento do volume da coluna, melhorando as resolug¢ées dos picos.
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Figura 9 — Esquema de operacdo do modo duplo multiplo
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Fonte: adaptado de Friesen e colaboradores (2015).

Rubio e colaboradores (2009) relataram a primeira aplicacdo da eluicdo em modo
duplo mudltiplo para separacGes quirais por CCC. Foram avaliadas as separacOes de
enantibmeros de duas misturas racémicas, chamadas 2 e 3, utilizando como seletor quiral o
mesmo derivado de (S)-naproxeno. Os SSBs foram otimizados em corridas com eluicao
classica, entretanto sem atingir fator de resolu¢do maior que 1,0. Testaram entdo os modos
duplo e duplo mdaltiplo de eluicdo. Para um dos racematos, a melhor resolucédo foi obtida com
apenas um ciclo de inversdo de eluicdo das fases, enquanto o outro apresentou melhor
resultado de resolucdo apos trés ciclos (Figura 10). Os autores atribuem os resultados distintos
a diferentes mecanismos de particdo e reconhecimento quiral, e apontam os modos de eluicdo

alternativos como estratégia para otimizacao de enantiosseparacdes por CCC.

6.4 RECICLAGEM

Na cromatografia com reciclagem de eluigdo, o efluente da coluna é retornado a ela
continuamente até que se consiga a separacdo desejada. E como se a coluna fosse expandida,
0 que aumenta a eficiéncia de separacdo (KOSTANYAN, 2015). E preciso uma adaptagio
instrumental, para que a tubulacdo de saida do detector esteja conectada a tubulacdo de
entrada da bomba de fase movel. A guantidade de solvente consumida ndo se altera, mas ha

um prolongamento da duracéo do experimento (HUANG et al., 2016).
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Figura 10 — Perfis de separacédo dos pares de enantiébmeros 2 e 3
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Fonte: adaptado de Rubio e colaboradores (2009).

Além disso, uma desvantagem inerente a essa técnica € o alargamento dos sinais
cromatogréficos. Com o aumento do nimero de ciclos, os picos sdo estendidos, até o limite
em que se deve interromper a reciclagem, para evitar a sobreposicdo dos sinais. Por este
motivo, esta estratégia ndo é indicada para separacdo de maultiplos solutos (HUANG et al.,
2016), sendo seu uso mais promissor na separacéo de compostos quirais (TONG et al., 2011).

Amostras de maior complexidade requerem um tratamento prévio, de forma que se
eliminem os solutos indesejados, ou se obtenham fracGes mais simples dos compostos alvo.
Para a separacao de polifenois, Liu e colaboradores (2015a) fizeram uma pré-purificacdo do
extrato de Malus hupehensis (Pamp.) Rehder por HSCCC convencional. Apdés, duas fracGes
em que houve coeluicdo de compostos de interesse foram submetidas a HSCCC com
reciclagem, que foi efetiva na separacdo dos compostos de estrutura similar que ndo haviam

sido resolvidos pela técnica convencional (Figura 11).
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Figura 11 — Cromatogramas do extrato vegetal e suas fracdes
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(a) Cromatograma do extrato vegetal por HSCCC convencional, onde foram coletadas as fragdes A, B e C. (b)
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reciclagem.

Fonte: adaptado de Liu e colaboradores (2015a)

6.5 REFINAMENTO POR ZONA DE pH

Na década de 1990 desenvolveu-se a técnica de CCC com refinamento por zona de
pH, que separa compostos ionizaveis utilizando modificadores de natureza acida e basica no
SSB. Diferente do modo de eluicdo em gradiente de pH, em que a adicdo de base ou acido é
feita somente na fase movel (HUANG et al., 2016), no refinamento por zona de pH hé adicdo
de baixas concentracdes de modificadores de pH em ambas as fases do sistema.

Pela combinacdo da adicdo de um agente de retencdo na fase estacionaria e de um
agente de eluicdo na fase movel é possivel reter os analitos e fazer uma eluicdo modulada de
acordo com suas diferencas de polaridade e pK; (MINGUILLON, 2012). E uma estratégia
para otimizagdo da separagéo que tem sido utilizada em instrumentos convencionais de CCC
em escala preparativa, principalmente para separacdo de alcaloides, &acidos organicos,
aminoacidos e peptideos (HUANG et al., 2016; SONG et al, 2016). Os sinais
cromatograficos geralmente formam picos retangulares fundidos com minima sobreposicéo,
com a concentracdo das impurezas formando picos nas bordas dos sinais principais (ITO,
2013).

Para a separacédo de acidos pelo refinamento por zona de pH, a coluna é inicialmente
preenchida com a fase estacionaria superior contendo o agente de retencdo, por exemplo,

acido trifluoracético (TFA). Apos injecédo da solucdo amostra, é bombeada a fase mdvel sob a
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velocidade de rotacdo desejada. Com o fluxo de fase mdvel aquosa contendo um agente de
eluicdo, como amonia (NHs), o TFA vai sendo neutralizado gradativamente, criando zonas
bem definidas de diferentes valores de pH (ITO, 2013). A Figura 12 mostra o equilibrio
estabelecido na coluna entre a fase estacionaria (FE) e a fase movel (FM) para separacédo de

trés analitos Sq, S, e Sa.

Figura 12 — Mecanismo da CCC com refinamento por zona de pH

S 2

=

<§ 8

[a) pH

8 <

02

S Q ZONAS; ZONAS; ZONAS,

T P n :

Qi : iH3 COOH| F{COOH

& g ‘ ir I r " "> w L

(] o FM_  NHa+H* Rg-CO0 "\Ay COO0™ ™R -CO0"—] "\CF3C00"

) 0 NH" >

o

o

S 7T ZONAS; | ZONAS; | ZONASs

L

- 4 »

d O sevesnrnenannd E
b .

a < , &

i 2 ................. E.

T o

o (3]

T @ |,

o < 1

TEMPO

FE: Fase estacionéria. FM: Fase movel.
Fonte: adaptado de Ito (2013).

Neste esquema, os analitos ficam desprotonados na fase mével devido a presenca de
NHs, deslocando o equilibrio para a fase estacionaria de baixo pH. O analito mais polar e de
menor pK, (S1), ou seja, o de maior carater acido, ird eluir primeiro, pois seu equilibrio estara
mais deslocado para a formacgdo da espécie ionizada, que tem maior afinidade pela fase mével
aquosa. Ja o acido de maior pK, e hidrofobicidade ser& o Gltimo a ser eluido.

A concentracdo de compostos alvo na fase mével é dependente da concentracdo do
agente eluidor, pois se encontram em equilibrio. Portanto, quanto maior a concentracdo deste
ultimo, mais concentradas serdo as fracOes coletadas. No entanto, é desejavel que as
quantidades de agente eluidor e fixador sejam aproximadamente equimolares. O excesso de
agente eluidor pode acarretar na elui¢do dos primeiros compostos junto ao front de solvente, e

0 excesso de agente fixador pode ocasionar tempos de retencdo muito longos (ITO, 2013).
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Alguns 4&cidos graxos saturados e insaturados possuem mesmo coeficiente de
particdo e sdo coeluidos em separagdes por CCC. Englert e Vetter (2015b) utilizaram o
refinamento por zona de pH para separacdo de acidos graxos de Oleo de girassol, com SSB
composto por n-hexano/acetonitrila/metanol/agua (4:7:1,4/0,5 v/viviv). Foram adicionados 20
mM de NH3 na fase inferior e 35 mM de TFA na fase superior, sendo que foram testadas
corridas em modo normal e em modo reverso. No modo reverso ainda houve coeluicdo de
alguns acidos, mas no modo normal (NH; como agente de retencdo e TFA como agente de
eluicdo) os analitos foram recuperados com pureza maior de 95%. Como esperado, 0sS
primeiros &cidos a eluir foram aqueles com menores valores de pK, Na sequéncia, no
entanto, a diferenca entre os valores de K foi mais impactante para a separacgéo, evidenciando
que tanto a acidez quanto a hidrofobicidade dos analitos estdo envolvidas no mecanismo de
refinamento por zona de pH.

Neste estudo, a separacdo dos mesmos compostos por CCC convencional em modo
normal e reverso também foi avaliada. Além da coeluicdo de alguns acidos, devido ao mesmo
coeficiente de particdo, a capacidade de alimentacdo de amostra foi dez vezes menor em
relacdo a CCC com refinamento de zona de pH (ENGLERT; VETTER, 2015b). Segundo Ito
(2013), este aumento na capacidade de carga de amostra € uma das principais vantagens em
relacdo a CCC tradicional, junto com a obtencdo de fracdes altamente concentradas, entre
outros. Além disso, 0 monitoramento da separacdo pode ser feito pela medida do pH, o que é
de grande importancia quando os compostos alvo ndo possuem grupos croméforos em sua

estrutura.

7 SISTEMAS DE DETECCAO

Embora seja recomendado 0 monitoramento continuo do processo de separacdo, ndo
€ necessario que exista um sistema de deteccdo acoplado ao equipamento de CCC. Uma vez
que 0 SSB e as condicGes cromatogréaficas estejam definidos, as fragdes coletadas podem ser
analisadas posteriormente por CLAE, CCD, ou outra técnica adequada. No entanto, tal
estratégia requer uma etapa adicional, que em grande parte dos estudos envolve a secagem das
fragbes e dissolucdo dos residuos em solventes apropriados (ITO, 2005a), o que prolonga
consideravelmente o tempo experimental e ainda pode levar a degradacdo dos compostos
(MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2014).

De modo geral, as metodologias desenvolvidas em CCC podem ser acopladas aos

mesmos detectores utilizados em cromatografia liquida. A detec¢do por UV-visivel de forma
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continua é a de maior emprego, sendo que 87% dos cromatogramas apresentados em
isolamento de produtos naturais por CCC empregam esta técnica (FRIESEN et al., 2015). E
um detector ndo destrutivo e de uso consagrado, mas é aplicavel somente em compostos com
presenca de grupos cromoforos em suas estruturas.

Entretanto, muitas das moléculas separadas por CCC ndo absorvem, ou absorvem
muito pouca energia na faixa UV. E o caso, por exemplo, de saponinas e terpenoides, que tém
sido separados por CCC acoplada a detector evaporativo por espalhamento de luz (ELS, do
inglés evaporative light scattering) (SONG et al., 2016). Por esta técnica, o eluente da coluna
é nebulizado, e entdo a fase mével é evaporada em condigdes controladas para que os analitos
ndo volatilizem. A incidéncia de luz nas particulas do analito sofre espalhamento de acordo
com a concentracdo, que é medido e gera um sinal cromatografico. A evaporacdo do solvente
em detectores ELS é uma vantagem quando ha perda de fase estacionaria durante a analise.
Os solventes da fase estacionaria sdo interferentes, podendo alterar a linha de base no
cromatograma gerado pela detec¢do on-line por UV (MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR,
2014).

Juntos, os cromatogramas com deteccdo por UV-vis e ELS representam
aproximadamente 96% das separagdes de produtos naturais por CCC (FRIESEN et al., 2015).
Existem estudos envolvendo o monitoramento do eluente de CCC por técnicas que fornecam
informagOes estruturais, como ressonancia magnética nuclear de préton (RMN-H)
(HAMMANN; CONRAD; VETTER, 2015) e, principalmente, espectrometria de massas
(EM). A EM é a técnica de deteccdo universal, que oferece grande sensibilidade e
especificidade. Contudo, a interface instrumental com o detector traz algumas dificuldades,
relacionadas sobretudo a forte pressdo gerada pelos sistemas de ionizacdo (MARSTON;
HOSTETTMANN, 2006).

8 APLICACOES DA CCC

Pelo levantamento realizado na base de dados Scopus, foram contabilizados 306
publicacBes na area entre 2013 e agosto de 2016 em que foi possivel acesso ao texto
completo. Destas, 12 artigos (3,92%) eram de revisdo, e 39 (12,75%) envolviam o
desenvolvimento de novos instrumentos ou de novos modelos tedricos para CCC. Os 255
artigos restantes (83,33%), com a aplicacdo pratica da CCC, foram categorizados de acordo

com 0s compostos separados entre: produtos naturais, enantibmeros, impurezas, produtos
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biotecnoldgicos e outros (Figura 13). A predominancia de estudos relacionados a separagdo de
produtos de origem natural é evidente, embora possa ser utilizada com outras finalidades.

Figura 13 — Publicagdes de acordo com a area de aplicacdo dos compostos separados
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Fonte: elaborado pela autora.

Entre os artigos de aplicacdo, em apenas 22 (8,63%) foram realizados estudos
somente 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
areas que visam a obtenc¢do de maiores quantidades de compostos purificados.

8.1 SEPARACAO DE PRODUTOS NATURAIS

A purificacdo de produtos de origem natural € um processo complexo em que, por
vezes, sd0 necessarias técnicas de separacdo muito variadas. A CCC se destaca de outros
métodos de separacdo devido, principalmente, as vantagens associadas a auséncia de um
suporte sélido, com o custo reduzido e a possibilidade de 100% de recuperacao da amostra, ja
que ndo havera perda por adsor¢do ao suporte. Associado a esta caracteristica, 0s
equipamentos atuais permitem o facil escalonamento, com custos e tempos similares ao de
outras técnicas, sendo que alguns exemplos partem de experimentos analiticos operando na
faixa de miligramas para separagcdes de amostra da ordem de quilogramas (SKALICKA-
WOZNIAK; GARRARD, 2015).

Além disso, compostos com uma ampla diversidade de polaridade podem ser
purificados. Esta versatilidade é possivel pois ha inUmeros sistemas solventes capazes de
serem utilizados para composicao das fases estacionaria e movel, 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, Skalincka-Wozniak e Garrard (2015) contabilizaram um
total de 2594 compostos separados por CCC (Figura 14).
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Figura 14 — Classes dos compostos naturais separados por CCC
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Fonte: adaptado de Skalincka-Wozniak e Garrard (2015).

Flavonoides e flavonolignanas sdo a classe mais popular em separacdes por CCC,
com 695 compostos. Com cerca de metade desse valor, terpenoides e alcaloides aparecem em
segundo e terceiro lugar, respectivamente. Esta diferenca sugere que talvez a CCC esteja mais
adaptada para determinados produtos naturais, particularmente flavonoides e flavolignanas.

Costa e Leitdo (2010) revisaram e propuseram estratégias para o isolamento de
flavonoides livres e glicosilados por CCC. Por exemplo, a adi¢éo de butanol a uma proporcéo
de SSB da familia HEMWat é capaz de otimizar o particionamento de solutos polares, como
os flavonoides glicosilados e alguns flavonoides livres, pois age como modificador da fase
organica. Ou entdo, sugerem o uso de SSBs compostos por acetato de etila, butanol e agua,
em que é possivel aplicar um gradiente de polaridade pela alteracdo da proporcao de butanol,
0 que teria grande impacto na polaridade da fase organica, e menor impacto na fase aquosa.

Jiang e colaboradores (2015) isolaram cinco flavonoides empregando dois SSBs
diferentes, em duas separa¢Ges consecutivas por HSCCC. O extrato bruto de grdos de
Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn foi inicialmente submetido a uma separacdo com SSB de
HEMWat (3:5:3:5, v/v/v/v), resultando no isolamento de dois flavonoides e coelui¢cdo dos
outros trés. A fracdo contendo os trés compostos coeluidos foi posteriormente separada com
SSB mais polar, composto por acetato de etila/n-butanol/agua (7:3:10, v/v/v). Todos os
compostos foram isolados com purezas superiores a 96%.

Em relacdo aos terpenoides, (SONG et al., 2016) apontam que a baixa polaridade e a
auséncia de absorcdo 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
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compostos. Ja o isolamento e purificacdo de alcaloides, devido & natureza 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
(FANG et al., 2011).

Skalincka-Wozniak e Garrard (2015), em sua revisdo, também avaliaram todos 0s
SSBs utilizados para as separagdes dos produtos naturais. A Tabela 3 apresenta alguns dos
sistemas isocraticos utilizados para a separacao das oito classes mais populares de produtos
naturais. Os SSBs foram divididos em grupos hierarquicos baseados no solvente primario da
fase hidrofobica. Para a maioria das classes, os SSB mais empregados sdo aqueles baseados
em alcanos, como a familia HEMWat. A excecdo € a classe das saponinas, em que 0s sistemas
clorados sdo os mais utilizados, seguidos de outros SSBs, especialmente sistemas baseados

em alcoois imisciveis em agua, como alcool butilico (SONG et al., 2016).

Tabela 3 — Perfil quantitativo de compostos naturais purificados de acordo com sua classe e 0
tipo de SSB empregado.

Alcanos Clorados Eteres Outros

Flavonoides e flavonolignanas 279 97 67 191
Alcaloides 105 76 79 27
Terpenoides 210 24 28 8
Derivados fenolicos 59 22 17 61
Acidos fendlicos e derivados 64 18 23 30
Saponinas 31 52 5 41
Polifendis 82 0 4 18
Cumarinas e cromonas 51 8 19 12

Fonte: Skalincka-Wozniak e Garrard (2015).

De acordo com Friesen e colaboradores (2015), a CCC tem sido empregada
principalmente como uma etapa de um processo mais complexo de fracionamento de produtos
naturais do que como Unico procedimento de separacdo. Em um fluxo de separacdo, a
possibilidade de trabalhar com grandes volumes de amostra bruta, minimizando tratamentos
prévios e etapas de filtracdo e evaporacdo de solventes, por exemplo, pode ser vantajosa em
termos econdmicos e de eficiéncia (FRIESEN et al., 2015). Ainda, a variedade de solventes
que pode ser utilizada em CCC possibilita 0 acoplamento a outras técnicas de cromatografia
liquida.

Outra aplicagdo da CCC ¢ para o que tem sido chamado de “nocaute” de compostos
majoritarios, principalmente na avaliacdo da contribuicdo bioldgica de um metabdlito para a

atividade global de um extrato natural. Quando se deseja isolar os compostos minoritarios,
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que estdo presentes em niveis muito baixos e as vezes até indetectaveis por CLAE, é mais
efetivo remover previamente os componentes principais. Desta forma, h4 o enriquecimento
dos compostos menores, possibilitando o seu isolamento e identificacdo estrutural (ZHAO et
al., 2015). Este enriquecimento também pode ser alcancado adicionando uma fracdo de
metabdlitos minoritarios previamente separada para um extrato original que ndo foi
modificado, sendo esta abordagem chamada de DESIGNER (do inglés Depletion and
Enrichment of Select Ingredients Generating Normalized Extract Resources) (ALVARENGA
etal., 2014).

8.2 ENANTIOSSEPARACAO

De forma similar a outras técnicas para separacdo de enantidmeros, como
eletroforese capilar e, principalmente CLAE, em CCC é necessario utilizar um seletor quiral
(SQ), que é adicionado ao sistema solvente. Idealmente, 0 SQ é uma molécula com alta
enantiosseletividade em relacdo ao racemato alvo, solivel em apenas uma das fases do SSB.
Geralmente esta é a fase que serd utilizada como estacionaria, pois assim a quantidade
requerida de seletor quiral ¢ menor (MINGUILLON, 2012). Os principais SQs utilizados s&o
derivados de ciclodextrinas (CDs), em especial de B-CDs, pois apresentam, para muitas
estruturas, boa estereosseletividade e habilidade de reconhecimento quiral (HUANG; DI,
2015).

No entanto, dificilmente sdo conseguidos fatores de separacdo (o) maiores que 1,5
(HAN et al., 2014), devido a auséncia de SQ altamente enantiosseletivos para os racematos
alvo, e pela menor eficiéncia relacionada a técnica. Huang e Di (2015) afirmam que essa
desvantagem inibe o desenvolvimento e as aplicacdes da separacdo quiral por CCC, que tem
evoluido mais lentamente que a enantiosseparacao por outros métodos.

Métodos em CLAE tém importante papel na separacao de compostos quirais, mas em
muitos casos sao empregadas colunas enantiosseletivas. A ligacdo do SQ ao suporte solido é
de alto custo e complexidade (HAN et al., 2014), limitando a aplicacdo destes métodos. Em
CCC, o custo torna-se menor, uma vez que o SQ é adicionado ao SSB, e pode ser recuperado
no final da corrida.

Tong, Zhen, e Yan (2013) avaliaram a enantiosseparacao, em escala preparativa, de
acido 2-fenilpropidnico por CLAE e HSCCC com reciclagem, adicionando 0 mesmo SQ nas
fases moveis de ambos os métodos. Mesmo sem o uso de uma coluna com suporte quiral, a

coluna preparativa utilizada para a separacdo por CLAE também representa um custo elevado
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no desenvolvimento metodoldgico. Ainda, a técnica requer reagentes com grau de pureza
cromatogréfico, enquanto em HSCCC podem ser utilizados reagentes de grau analitico,
diminuindo o custo total da técnica (Tabela 4). Dessa forma, a utilizacdo da CCC em escala
preparativa € apontada como atrativa para a separacdo de compostos quirais.

A eluicdo com reciclagem, aplicada por Tong, Zhen e Yan (2013), é uma forma de
aumentar a resolucdo dos enantibmeros, sem recorrer a um consumo extra de solvente
tampouco de SQ. Outras estratégias para otimizar a separacdo de enantibmeros sdo
apresentadas na Tabela 5, que lista alguns dos principais artigos de CCC quiral publicados
entre 2013 e 2016.

Tabela 4 — Comparagdo entre a enantiosseparacdo em escala preparativa de acido 2-
fenilpropidnico por CLAE e HSCCC.

CLAE HSCCC com reciclagem
Quantidade de amostra (mg) 40 40
Tempo de corrida (min) 75 650
Resolucéo 0,63 1,15
Recuperacéo (%) 66 — 85 85-93
Pureza (%) 88 -95 95-98
Quantidade total de solventes (mL) 300 (grau cromatografico) 820 (grau analitico)
Quantidade total de SQ (mmol) 7,5 52,0

Fonte: Tong, Zhen, e Yan (2013).

E possivel também recorrer ao reconhecimento quiral bifésico, o qual consiste na
adicdo de dois SQs no SSB, um lipofilico e outro hidrofilico, com o objetivo de aumentar a
enantiosseletividade. Além da solubilidade adequada nas fases do sistema, € preciso que 0
reconhecimento quiral para um dado enantidmero seja oposto para cada SQ. Alguns estudos
em que foi empregada esta estratégia utilizaram, por exemplo, derivados de tartarato e de f-
CD como SQs lipofilicos e hidrofilicos, respectivamente (SUN et al., 2014). A maior
vantagem € o aumento da pureza de cada enantidmero obtido, sem aumento do tempo de
corrida e do consumo de solventes (HUANG; DI, 2015).

A formacdo de complexos entre ions metalicos e seletores quirais € uma estratégia
que pode ser utilizada em CCC para a enantiosseparacdo de compostos que possuem grupos
de carater eletronegativo em sua estrutura, como aminas, carbonilas e hidroxilas. As ligacdes
de coordenacdo que ocorrem entre complexos com ion metalico sdo mais estereosseletivas
que as outras forgas intermoleculares (ligagdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e
interacOes dipolo-dipolo) (TONG et al., 2014). Assim, o poder de reconhecimento quiral €

aumentado, o que pode levar a separacao de maior resolucéo e pureza (HUANG,; DI, 2015).
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A CCC quiral esta no inicio de seu desenvolvimento, e ainda Sd0 necessarias
melhorias na eficiéncia de separacdo. Huang, e Di (2015), trazem 0s principais aspectos a
serem desenvolvidos: seletores quirais com melhor seletividade; otimizacdo dos sistemas
solventes para que ndo interfiram no reconhecimento do SQ; novos designs de instrumentos
que permitam melhor retencdo de fase estaciondria e novos métodos para aumentar a

resolucéo.



Tabela 5. Principais estudos de enantiosseparagdo por CCC publicados entre 2013 e 2016.

4

Racemato alvo

SQs

SSB

Metodologia

Referéncia

Derivados de &cido 2-
fenil-propanoico

Bronfeniramina

Derivados de acido 2-
fenilpropio6nico

Acidos a-hidroxi-
carboxilicos aromaticos

Acido fenilsuccinico
Trans-8-viniferina

Oxibutinina

Acidos o-hidroxil
aromaticos

Triptofano

Propafenona

Acido 2-fenil-
propidnico

Acidos aromaticos

Hidroxipropil-B-CD
Carboximetil-B-CD
Hidroxipropil-B-CD

Complexo Cu,-B-CD

D-tartarato de isobutila e
hidroxipropil-3-CD

Hidroxipropil-B-CD

Hidroxipropil-B-CD

Complexo Cu-(N-n-
dodecil-L-prolina),

Albumina de soro bovino
Di-n-butil L-tartarato e
acido bérico
Hidroxipropil-B-CD

Hidroxipropil-B-CD

N-hex/AEt/sol. ag. de tampédo fosfato

N-hex/acetato de isobutila/sol. ag. de
tampéo fosfato

N-hex/AEt/ sol. ag. de tampao fosfato
N-hex/AEt/sol. ag. de tampdo fosfato
N-hex/éter metil-terc-butilico/agua

N-hex/AEt/agua

N-hex/éter metil-terc-butilico/sol. ag. de
tampao fosfato

Butanol/agua e N-hex/butanol/agua

PEG 8000/fosfato de potassio dibasico/
amonia/agua

Cloroférmio/sol. ag. de tampdo acetato
N-hex/AEt/sol. aq. de tampéo fosfato

N-hex/AEt/sol. aq. de tampéo fosfato

Modo reverso
isocratico

Reciclagem

Modo reverso
isocratico
Complexo com ion
metalico
Reconhecimento
quiral bifasico
Modo reverso
isocratico

Reciclagem

Complexo com ion
metalico

Modo normal
isocratico
Reconhecimento
quiral bifasico

Reciclagem

Eluicdo em modo
duplo multiplo

Tong et al., 2016

Zhang et al., 2016

Tong, Zhang e
Cheng, 2015

Han et al., 2015
Sunetal., 2014
Han et al., 2014
Zhang et al., 2014

Tong et al., 2014

Tong, Ito e Ma,
2014

Tong et al., 2013

Tong, Zheng e
Yan, 2013a
Tong, Zheng e
Yan, 2013b

N-hex: n-hexano; AEt: acetato de etila; sol. ag.: solucdo aquosa.

Fonte: elaborado pela autora.
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8.3 OUTRAS APLICACOES

Além da separacdo de compostos naturais e enantidmeros, existem diversas outras
aplicacdes da CCC encontradas na literatura, embora menos frequentes, como por exemplo, a
identificacdo de impurezas e a purificacdo de compostos inorganicos e farmacos sintéticos
(BERTHOD; RUIZ-ANGEL; CARDA-BROCH, 2009). Entre os produtos com atividade
bioldgica, a maioria é de origem vegetal, mas ha também exemplos recentes em preparacées
biotecnolodgicas provenientes de algas (HAMMANN et al., 2013), fungos (LU et al., 2014) e
bactérias (HE et al., 2013).

Algumas proteinas obtidas de plantas, animais ou microorganismos tém sido alvo de
separacBes por CCC, para aplicacdo na inddstria alimenticia ou farmacéutica. He e
colaboradores (2016) purificaram o-glicosidase extraida de intestinos de ratos por HSCCC
com extrusdo. Foram utilizadas micelas reversas formadas por surfactante anidnico em
isooctano como fase mével, e tampdo Tris-HCI como fase estacionaria. Devido a presenca de
surfactante no SSB, a velocidade de rotacdo empregada foi 700 rpm, para nao haver
emulsificacdo. A atividade catalitica das fracGes purificadas aumentou em relacdo ao extrato
enzimético bruto, indicando que a purificagdo de proteinas por CCC oferece além das
vantagens inerentes a técnica, a manutencao da atividade bioldgica, devido a versatilidade dos
solventes que podem ser empregados.

Na area de impurezas, Li e colaboradores (2014) compararam os perfis de impurezas
de preparacdes farmacéuticas obtidos por CCC e CLAE em escala preparativa. Foram
desenvolvidos métodos com gradiente de polaridade para a separacao por HPCCC e CLAE de
seis produtos de degradacdo de uma preparacdo de honokiol submetida a teste de estabilidade.
Ambas as técnicas tiveram o tempo de corrida de 90 min, com resultados de pureza e
recuperacdo dos compostos similares. No entanto, o método desenvolvido por HPCCC
apresentou vantagens relacionadas a maior carga de amostra e menor consumo de solvente,

indicando a melhor eficiéncia da técnica, quando comparada a CLAE preparativa.



43

9 CONSIDERACOES FINAIS

A CCC esté estabelecida como uma técnica de separacdo preparativa, e apesar do seu
surgimento e aprimoramento na década de 1970, a CCC segue em evolugdo continua, sendo
que uma parcela dos artigos publicados na area é referente ao desenvolvimento de novos
métodos ou novos instrumentos. E notavel que a maioria das inovaces esteja relacionada a
natureza liquida de ambas as fases cromatograficas, como o refinamento por zona de pH e
outras otimizagdes do modo de eluicéo.

As vantagens inerentes da técnica, como a possibilidade de injecao direta de extratos
brutos, tornam a CCC uma alternativa para contornar os problemas associados com adsor¢ao
na fase solida. Além disto, a relacdo custo-eficiéncia da CCC tem se mostrado promissora,
principalmente em comparacdo com métodos equivalentes desenvolvidos em CLAE.

A separacdo de compostos para avaliacdo de seu potencial terapéutico ou
toxicoldgico, é um dos principais propoésitos dos estudos em CCC, que vai de encontro aos
interesses da industria farmacéutica e farmoquimica. A obtencdo de quantidades significativas
dos produtos isolados, mesmo que presentes em concentracdes baixas na mistura inicial, € um
desafio para as técnicas de separacdo ja consagradas, onde a CCC ¢é vista como vantajosa.

Os processos de separacdo por CCC podem ser muito flexiveis, pois outras
modificacfes podem ser aplicadas além dos pardmetros ajustaveis usuais de outras técnicas de
cromatografia liquida. Algumas das estratégias mais singulares praticadas em CCC sdo a
troca do modo de operacdo pelo intercambio entre as fases, a extrusdo da fase estacionaria, € o
refinamento por zona de pH, pela adi¢do de modificadores em ambas as fases do sistema.

Diante de tantas opgdes, os pesquisadores devem adotar uma abordagem ldgica para
desenvolvimento de novos processos de separacdo. Os avancos relativos a determinacdo do
SSB, em especial os modelos preditivos, sdo fundamentais para a praticidade de utilizacdo da

técnica, e a difusdo do seu uso em outros campos de pesquisa.
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