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Uso da Cromatografia Contracorrente
na obtencao de padroes de origem Ve-
getal

Use of Countercurrent Chromatography for
the preparation of standard compounds from
plants

Resumo

A técnica da cromatografia contracorrente é aqui apresentada como
uma ferramenta eficiente, répida e econémica de obtengéo de padrées
de origem vegetal com alto grau de pureza. S&o discutidos alguns
aspectos da escolha dos sistemas de solventes adequados além de
exemplos de isolamento e purificagdo de substéncias naturais de
importéncia farmacéutica tais como flavondides de Ginkgo biloba,
saponinas de Centella asiatica e Ginseng, antraquinonas, etc.

Abstract

Countercurrent chromatography technique is presented here as a tool
for the fast, efficient and economic preparation of highly pure stan-
dard compounds from plant origin. Some aspects concerning solvent
systems choice as well as examples of the isolation and purification
of pure natural compounds of pharmaceutical importance, such as
flavonoids from Ginkgo biloba, saponins from Centella asiatica and
Ginseng, anthraquinones, etc., are discussed.

Introdugao

Nos dltimos 50 anos, os métodos cromatogréaficos tornaram possivel a
separagdo de misturas complexas, tanto em escala preparativa quanto
analitica. A cromatografia em coluna, baseada em processos adsortivos,
usa suportes sélidos como fase estacionéria, enquanto aquela baseada
na particdo em duas fases liquidas, a fase liquida estacionéria esta ad-
sorvida em um suporte. Em ambos os casos, a interagdo soluto-solido
pode causar adsorgéo irreversivel e/ou modificagcdes quimicas nos com-
ponentes das misturas submetidas a separacéo.

A cromatografia contracorrente (CCC) é essencialmente uma forma
de cromatografia de particéo liquido-liquido, na qual a fase liquida esta-
cionaria é retida no aparelho sem o uso de suportes solidos (BERTHOD,
1991; CONWAY, 1990). Na maioria dos tipos de CCC, uma das fases
de um sistema de solventes bifasico permanece estacionaria, enquanto
a outra é passada através dela. O principio da separacéo envolve a
particdo de um soluto entre as duas fases imisciveis e a proporgéo de
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soluto que passa para cada uma das fases é uma
funcéo do seu coeficiente de particido (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1984). Os primeiros aparelhos
(contracorrente de goticulas e de rotagéo locular)
apareceram na década de 70 e nesses casos, ope-
ravam de forma que a fase liquida estacionéria era
retida apenas pela acdo de um campo gravitacional.
Com a introdugdo de aparelhos operando com um
campo de forga centrifuga (tanto de goticulas quanto
daqueles que usam colunas em espiral - coil), onde
sdo produzidos campos de aceleragdo em torno de
40 g (g = constante gravitacional) ou mais, foi pos-
sivel a obtencéo de fluxos de solventes bem maiores,
permitindo tempos de analise variando entre duas
a seis horas. A cromatografia contracorrente € Gtil
principalmente na separagdo preparativa, na escala
de miligramas a gramas de material. Hoje em dia,
aparelhos maiores, com bobinas de 15 a 25 litros
tém sido desenvolvidos, permitindo separagdes em
escala industriais. A técnica é particularmente Util
para substancias polares e labeis; casos estes em
que a cromatografia com uso de suportes sélidos é
totalmente desaconselhada. Entretanto, essa técnica
nao é restrita a esses derivados, ja que sistemas
aquosos e ndo aquosos podem ser empregados
(MARSTON; HOSTETTMANN, 1984). As principais
vantagens da técnica sdo (CONWAY, 1990): (a) a
versatilidade em relacéo ao sistema de solventes
(a fase moével pode ser a superior ou a inferior), em
relacdo a quantidade de amostra e ao tipo de amostra
a ser separada (sem a necessidade prévia de pré-
purificacdo como na CLAE); (b) a rapidez e eficiéncia
do método; (c) boa resolucéo e reprodutibilidade;
(d) economia: as colunas sao indestrutiveis (feitas
de teflon e mais modernamente em ago inox); os
sistemas bifasicos aquosos utilizam agua destilada
como um dos componentes das fases (néo requer a
pureza dos solventes utilizados na CLAE); (e) recu-
peracéo total da amostra ja que ndo ha perdas por
adsorgao; (f) recuperagédo da atividade bioldgica em
fracionamentos guiados por testes bioldgicos. Dessa
forma, a CCC representa uma ferramenta excelente
na obtencéo de padrdes quimicos de origem vegetal,
pela simplicidade de operacao, eficiéncia, e economia
de tempo e de solvente.

A Escolha do Sistema de Solventes Ade-
quado

A escolha do sistema de solventes adequado ao iso-
lamento de substancias de origem natural é o ponto-
chave para o sucesso da técnica. Geralmente séo
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usados sistemas de solventes formados por no minimo
trés solventes, principalmente na técnica de goticulas,
onde ha vérias limitagdes quanto aos sistemas de solven-
tes (HOSTETTMANN; HOSTETTMANN; MARSTON,
1984). Sistemas com quatro e as vezes cinco solventes
também sado comuns. Varias estratégias tém sido apre-
sentadas na literatura e cada pesquisador deve escolher
aquela que mais lhe convém. Uma dessas estratégias
€ baseada na escolha inicial do “melhor solvente”, ou
seja, aquele que solubilizar bem a amostra, ao qual seréo
adicionados entéo dois ou mais solventes (imisciveis),
com polaridades bem distintas, e que formarao entéo
o sistema bifasico (FOUCAULT, 1995; RENAULT et
al., 2002). Outra maneira de testar sistemas é a com-
binacdo de solventes em “séries inteligentes” onde a
proporcéo dos solventes varia gradualmente em cada
combinagéo. As misturas resultantes apresentam um
gradiente de polaridade crescente de modo a formar
uma escala (FOUCAULT, 1995; RENAULT et al.,
2002). Estratégias semelhantes tém sido desenvolvidas
com a ajuda de “rob6s”, tornando o processo automa-
tizado (GARRARD, 2005).

Uma alternativa aos métodos citados acima, é a
utilizagdo de sistemas de solventes citados na lite-
ratura para uma determinada classe de produtos
naturais. Nesse sentido, os trabalhos classicos do
grupo do Prof. Hostettmann (HOSTETTMANN;
HOSTETTMANN; MARSTON, 1984; MARSTON,
1990; MARSTON; HOSTETTMANN, 1984; HOS-
TETTMANN; MARSTON, 2001) séo de grande
valor, pois apresentam varias tabelas e exemplos
ilustrativos do isolamento de substéancias de vérias
classes de produtos naturais.

Alguns Exemplos Selecionados

Os produtos naturais tém desempenhado um papel
cada vez mais importante na industria farmacéu-
tica, de cosméticos, flavorizantes, e suplementos
alimentares. Devido a preocupacéo crescente com
a saude e o meio-ambiente, varios produtos a base
de produtos naturais (extratos ou substancias pu-
ras) tém sido desenvolvidos para uso medicinal ou
como alimentos funcionais, aditivos em cosméticos
ou outros produtos de uso pessoal diario ou para o
cuidado da casa (ZHANG, 2003). Na maioria das
vezes, as substéncias ativas estdo presentes nos
extratos em pequenas quantidades, sob a forma
de misturas complexas, e a cromatografia contra-
corrente apresenta entdo uma série de vantagens
no isolamento e obtengao dessas substéncias. Os
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padroes quimicos de referéncia também possuem
um papel fundamental no controle de qualidade. No
caso de produtos a base de extratos vegetais ou de
substéncias de origem vegetal, o controle de quali-
dade necessita de padroes que nem sempre estdo
disponiveis comercialmente. Pelo contrério, existe
uma caréncia de produtos naturais bioativos com
alto grau de pureza, e os que existem tém um custo
extremamente elevado (ZHANG, 2003).

Isolamento de Padroes para o Controle de
Qualidade de Plantas Medicinais Chinesas
e Agroprodutos

O grupo do Prof. T. Zhang, do Beijing Institute of
New Technology Application, na China, desenvolveu
um programa de isolamento de produtos naturais
de plantas usadas na medicina popular chinesa e de
agroprodutos usando a cromatografia contracorrente
(ZHANG, 2003). Nesse trabalho, os autores apre-
sentam os dados de isolamento de 12 substéncias
padrédo, de vérias classes, obtidas de seis plantas
diferentes. Um dos exemplos é o isolamento dos fla-
vondides quercetina, kaempferol e isorhamnetina, de
folhas de Ginkgo biloba. O extrato de Ginkgo (200 mg)
foi purificado através de um sistema multidimensional,
onde dois equipamentos do tipo HSCCC (High-Speed
Countercurrent Chromatography) foram conectados
em série. Com o sistema de solventes CHCI3/MeOH/
H20 4/3/2 (v/v/V), fase inferior (organica) como fase
moével, 2 mL/min, a fragdo contendo os flavondides
foi pré-purificada, passando diretamente ao segundo
equipamento, onde foram entédo separados, com o
mesmo sistema de solventes e condicdes de andlise
(ZHANG, 2002). Nosso grupo também separou o
flavondide quercetina de uma mistura de flavondides
glicosilados de folhas do Lim&o Bravo, Siparuna guia-
nensis, utilizando um sistema de gradiente, composto
de Hexano/AcOEt/MeOH/H20 0,6/4/x/1, onde
x variou de 0,01 a 0,7, utilizando aparelho do tipo
HSCCC, fase aguosa como fase mével, 2 mL/min.
Com essa técnica foi possivel isolar a quercetina em
forma pura, além de mistura de flavonoides diglicosi-
lados, que se separaram dos flavondides monoglico-
silados (LEITAO et al., 2005).

O isolamento do resveratrol e do piceidio, estilbenos
de interesse farmacéutico por suas propriedades
em doengas cardiovasculares, do sistema nervoso,
nas inflamagdes e abscessos, a partir de extratos
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de Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc. (Huzheng
em Chinés), foi obtido em duas etapas (ZHANG,
2002). O resveratrol (72,5 mg) foi obtido a partir de
um extrato em acetato de etila (252 mg), purificado
com o sistema AcOEt/EtOH/H20 10/1/10, fase
aquosa como fase mével, 2 mL/min. O piceidio (35,5
mg) foi isolado a partir de um extrato aquoso (310
mg) da mesma planta, s que em duas etapas: na
primeira, o sistema de solventes foi AcOEt/EtOH/
H20 50/1/50 v/v/v, onde uma fragao contendo os
flavondides foi inicialmente obtida, sendo depois re-
cromatografada; desta vez mudando-se a proporgéo
de etanol no sistema, que foi AcOEt/EtOH/H20
10/1/10, o mesmo utilizado na separagao do res-
veratrol (ZHANG, 2002).

Separagéo de Saponinas Damaranicas de Rai-
zes de Panax notoginseng (Burk.) FE H. Chen
(“Sanchi ginseng”) (CAO, 2003)

O “sanchi ginseng” (ou “tienchi ginseng”), uma
planta da medicina tradicional chinesa é usada como
ténica e hemostatica. O “sanchi ginseng” é obtido a
partir das raizes do Panax notoginseng e é prescrito
em varias férmulas chinesas. As saponinas triterpé-
nicas (do tipo damarano) séo o principal constituinte
e o principio ativo dos ginsengs, inclusive do “sanchi
ginseng”, taxonomicamente relacionado com o Panax
ginseng C. A. Meyer. O “sanchi ginseng” contém vé-
rias saponinas encontradas no Panax ginseng, como
por exemplo, os ginsenosidios Rb1, Rd, Re e Rg1,
além da saponina caracteristica notoginsenosidio -
R1. Os autores utilizaram, como material de partida, o
pé bruto de P notoginseng adquirido em um mercado
local de plantas da medicina tradicional chinesa. Um
extrato concentrado nas saponinas foi usado para
purificagdo no aparelho de HSCCC. O extrato foi
purificado inicialmente com o sistema de solventes
CHCI3/MeOH/2-BuOH/H20 5/6/1/4v/v/Vv/v, fase
orgénica como fase mével, 2 mL/min., fornecendo
trés fragbes principais, que, separadamente foram
re-purificadas com o sistema AcOEt/1-BuOH/H20
1/1/2 v/v/v, fase orgénica como mével, 2 mL/min,
fornecendo as saponinas puras ginsenosidio-Rg1 e
ginsenosio-Rd a partir da primeira fragéo, notogin-
senosidio-R1 e ginsenosidio-Re a partir da segunda
fracao e ginsenosidio-Rb1 da terceira fragdo. A
cromatografia contracorrente mostrou-se uma téc-
nica poderosa na separacéo dessas saponinas. Vale
lembrar que o preco de catélogo dessas substéancias
esté na faixa de centena de ddlares/5mg (Catélogo
SIGMA-Aldrich 2000/2001).
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Separacédo das Saponinas de Centella
asiatica

Outro exemplo de isolamento de saponinas triterpéni-
cas é o da separacao de asiaticosidio e madecassosidio,
principais saponinas da Centella asiatica, planta
medicinal utilizada em processos inflamatérios e
cicatrizantes. Diallo e colaboradores (DIALLO et al.,
1991) utilizaram como material de partida a agua-
mée de cristalizacao industrial do asiaticosidio, con-
tendo as duas saponinas em questéo. O sistema de
solventes utilizado foi CHCI3/MeOH,/2-BuOH,/H20
7/6/3/4v/v/v/v,em equipamento do tipo HSCCC,
equipado com uma coluna de 350 mL. Cerca de 400
mg de amostra foram solubilizadas em 10 mL de uma
mistura 1/1 das duas fases imisciveis. A fase orga-
nica foi utilizada como fase mével. Foram recolhidas
80 fragbes de 12 mL sendo que o asiaticosidio foi
recuperado puro nas fragdes 28-36 e o madecas-
sosidio, nas fracbes 63-70. Além dos excelentes
resultados da separacéo, um fato interessante é
que os autores descrevem o monitoramento auto-
matizado das fragdes através de cromatografia em
camada delgada.

[solamento de Lactonas de Kava-kava

A Kava-kava (Piper methysicum) é usada em vérias
preparacoes fitoterapicas e homeopéticas no trata-
mento da ansiedade, por seus efeitos calmantes e
relaxantes e para melhorar o sono (MIKELL et al.,
2003). As substancias farmacologicamente ativas
presentes nos extratos de raizes e rizomas séo
lactonas estruturalmente relacionadas, chamadas
de Kavalactonas ou lactonas de Kava e sédo: a
kavaina, diidrokavaina, yangonina, desmetoxiyan-
gonina, metisticina e diidrometisticina (MIKELL
et al., 2003; SCHAFER; WINTERHALTEN, 2005).
A padronizacéo de extratos de Kava requer essas
substancias puras como referéncias. Relatos re-
centes de hepatotoxidez relacionada ao consumo
de Kava exigem estudos com as substéncias iso-
ladas, o que faz necessério o suprimento dessas
substéncias na forma pura, para os estudos farma-
colégicos (MIKELL et al., 2003). Duas publicages
recentes relatam o isolamento de lactonas de
Kava por CCC (MIKELL et al., 2003; SCHAFER;
WINTERHALTER, 2005). Mikell e colaboradores
(MIKELL et al., 2003) descrevem dois sistemas de
solventes, nos quais as lactonas sao isoladas com
alto grau de pureza. A partir de 1 g de um extrato
comercial de Kava, com o sistema de solventes he-
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xano/acetona/MeOH/H20 (4/1/3/1), os autores
conseguem separar as seis lactonas, com graus de
pureza maiores do que 98%, assim obtendo desme-
toxiyangonina (53,9 mg), diidrokavaina (168,2 mg),
yangonina (29,5 mg), kavaina (138,0 mg), diidro-
metisticina (71,0 mg) e metisticina (50,7mg). Os
autores comentam ainda que, um segundo sistema
de solventes, composto de hexano/AcOEt/MeOH/
H20 3/2/1/2 foi utilizado, fornecendo resultados
em tempos menores, fornecendo contudo apenas
cinco lactonas puras.

Separacao de Antraquinonas

Antraquinonas sdo os constituintes ativos de varias
plantas medicinais como os Aloés, Céscara Sagra-
da, Ruibarbo, Sene, etc. Os extratos dessas plantas
sao freqlientemente encontrados em medicamen-
tos fitoterdpicos e em formulagdes de laxantes e
regularizadores da fungdo intestinal. Um trabalho
recente de um grupo da China (YUA et al., 2001)
relata o isolamento de antraquinonas de vérias
drogas usadas na medicina tradicional chinesa. As
plantas utilizadas foram o sene, o ruibarbo, o aloé,
dentre outras. Os sistemas de solventes usados
foram misturas de cloroférmio/metanol/agua 4/
X/2, onde X variou entre 3 e 4 para cada um dos
extratos. Como as antraquinonas possuem uma
grande variagdo em termos de polaridade, o sis-
tema escolhido apresentou resultados excelentes,
jé& que o metanol pode variar, simultaneamente, a
seletividade tanto da fase superior quanto da fase
inferior, podendo entao ser modulada através da
variagdo na concentragéo desse solvente no sistema
(YUA et al., 2001).

Separacao de Fenilpropandides e Iridéides
Glicosilados do Gervao-Roxo (Stachytar-
pheta cayennensis)

Este é outro exemplo da utilizagdo de gradientes
em CCC na separagéo de produtos naturais de
extratos vegetais. Os fenilpropandides martinosi-
dio, isoverbascosidio e verbascosidio e o iridéide
ipolamiida, foram isolados em alto grau de pureza,
utilizando-se um gradiente nao-linear em quatro
etapas, composto do sistema de solventes AcOEt/
BuOH/H20, 1/x/1, onde x = 0,05; 0,2; 0,5 e 1,0.
A fase movel foi a fase orgénica, superior, onde a
concentracéo do butanol variou de modo a extrair
seletivamente os derivados polares da fase aquosa
(LEITAO et al., 2005).
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Conclusoes

Os exemplos selecionados da literatura mostram o
potencial da técnica da cromatografia contracorrente
na obtencao de padroes fitoquimicos de alta pureza,
com rapidez, eficiéncia e economia de solvente. Va-
rias outras classes de substancias do metabolismo
especial de plantas podem ser isoladas por esta
técnica, que apresenta potencial ilimitado.

Referéncias

1. ALVI, K.A. Screening Natural Products: Bioassay-Directed Isolation
of Active Compounds by Dual-Mode CCC. Journal of Chromatography
and Related Technologies, v.24, n.11&12, p.1765-1773, 2001.

2. BERTHOD, A. Practical Approach to High-Speed Counter-current
Chromatography. Journal of Chromatography, v.550, p677-693,
1991.

3.CAO, X,; TIAN, Y;; ZHANG, T; LIU, Q.; JIA, L.; ITO, Y. Separation of
Dammarane-Saponins from Notoginseng, Root of Panax notoginseng
(Burk.) F. H. Chen, by HSCCC Coupled with Evaporative Light Scatte-
ring Detector. Journal of Chromatography and Related Technologies,
V.26, n.9&10, p.1579-1591, 2003.

4, CONWAY, W.D. Counter-Current Chromatography: Apparatus,
Theory and Applications. New York: VCH Publishers, Inc., 1990.

5. DIALLO, B.; VANHAELEN-FASTRE, R.; VANHAELEN, M. Di-
rect-Coupling of High-Speed Counter-current Chromatography to
Thin-layer Chromatography. Application to the Separation of Asiati-
coside and Madecassoside from Centella asiatica. J. Chrom., v.556,
p446-450, 1991.

6. FOUCAULT, A.P. Solvent Systems in Centrifugal Partition Chro-
matography In Centrifugal Partition Chromatography. New York:
ed.Chromatographic Science Series, e.1; Alain P. Foucault, Marcel
Dekker Inc., v.68, p.90-92., 1995.

7. GARRAD, |. Simple Approach to the Development of a CCC Solvent
Selection Protocol Suitable for Automation. Journal of Chromatogra-
phy and Related Technologies, v.28, n.12-13, p.1923-1935, 2005.

8. HOSTETTMANN, K.; MARSTON, A. Countercurrent Chromatogra-
phy in the Preparative Separation of Plant-Derived Natural Products.
Journal of Chromatography and Related Technologies, v.24,n.11-12,
p.1711-1721, 2001.

9. HOSTETTMANN, K.; HOSTETTMANN, M.; MARSTON, A. Isola-
tion of Natural Products by Droplet Counter-current Chromatography
and Related methods. Natural Products Report, v.1, n.5, p.409-512,
1984.

10.LEITAO, G.G.; EL-ADJI, S.S.; DE MELO, W.L.; LEITAO, S.G.; BRO-
WN, L. Separation of Free and Glycosylated Flavonoids from Siparuna
guianensis by Gradient and Isocratic CCC. Journal of Chromatography
and Related Technologies, v.28, n.12-13, p.2041-2051, 2005.

11. LEITAO, G.G.; DE SOUZA, PA.; MORAES, A.A.; BROWN, L.
Step-Gradient CCC Separation of Phenylpropanoids and Iridoid
Glycosides from Roots of Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl.
Journal of Chromatography and Related Technologies, v.28,n.12-13,
p.2053-2060, 2005.

12.MARSTON, A.; SLACANIN, I.; HOSTETTMANN, K.Centrifugal
Partition Chromatography in the Separation of natural Products.
Phytochemical Analysis, v.1, p3-17, 1990.

13. MARSTON, A.; HOSTETTMANN, K. Counter-current Chromato-

52

Uso da Cromatografia contracorrente na Obten-
cao de Padroes de Origem Vegetal

graphy as a Preparative Tool - Applications and Perspectives. Journal
of Chromatography, v.658, p.315-341, 1994.

14. MIKELL, J.R.; SCHANEBERG, B.T.; KHAN, I.A. Isolation and
Purification of Kava lactones by High Performance Centrifugal
Partition Chromatography. Journal of Chromatography and Related
Technologies, v.26, n.18, p.3069-3074, 2003.

15. RENAULT, J.H., NUZZILLARD, J.M.; INTES, O.; MACIUK, A.
Solvent Systems In: BERTHOD, A. (Ed.) Countercurrent Chromato-
graphy, The Support Free Liquid Stationary Phase. New York: Elsevier,
e.1, Comprehemsive Analytical Chemistry, Vol. XXXVIII, 2002.

16. SCHAFER, K.; WINTERHALTER, P. Application of High Speed
Countercurrent Chromatography (HSCCC) to the Isolation of Kava-
lactones, Journal of Chromatography and Related Technologies, v.28,
n.11, p1703-1716, 2005.

17. ZHANG, T. Separation and Purification of natural Products (Me-
dicinal Herbs) by High Speed Countercurrent Chromatography In:
BERTHOD, A. (Ed.) Countercurrent Chromatography, The Support
Free Liquid Stationary Phase. New York: Elsevier, e.1, Comprehemsive
Analytical Chemistry, v. XXXVIII, 2002.

18. ZHANG, T; CAQ, X.; HAN, X. Preparation of National Certified
Reference Materials of Active Compounds from Natural Products by
CCC. Journal of Chromatography and Related Technologies, v.26,
n.9-10, 2003.

19. YUA, L. M.; CHEN, X. X.; Al, P; ZI, M.; WU, P; LI, Z. Y. Versatile
Two-Phase Solvent System for Anthraquinone Prefractionation by High
Speed Countercurrent Chromatography. Journal of Chromatography
and Related Technologies, v.24, n.19, p.2961-1970, 2001.

Revista Fitos

v Vol.1 N°02 novembro/2005



