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Resumo

O mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano) é um farmaco utilizado no tratamento de
carcinoma adrenocortical. Ele € comercializado na forma racémica, ou seja, na propor¢ao
1:1 dos seus enantiomeros R e S. A influéncia da quiralidade da molécula sobre seu efeito
farmacoldgico ainda nao foi estudada. Portanto, a separacdo dos enantidmeros € importante
para testes biolégicos comparativos de efeitos colaterais. Este trabalho foi desenvolvido
com o intuito de estudar a separacao deste farmaco pela técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia utilizando coluna recheada com a fase estaciondria quiral O,0O’-bis[4-terc-
butilbenzoil]-N,N’-dialil-L-tartardiamida. Diferentes combinacdes de fase mével foram
testadas e os melhores resultados foram obtidos com hexano/acetato de etila na propor¢ao
95/5 (v/v). Experimentos de pulsos com solucdes diluidas do tracador e dos enantidmeros
do mitotano foram realizados variando a vazdo de fase mdvel e a temperatura do sistema.
Foram determinados as porosidades do sistema, os parametros cromatograficos, os dados
de equilibrio, coeficientes de dispersdo axial e parametros de transferéncia de massa. Os
resultados mostraram separacdo satisfatéria, com nimero de pratos superando 9000 e
fatores de separacdo na ordem de 1,13. Os valores dos coeficientes de Henry foram maiores
que a unidade para ambos os enantiomeros, sendo que o enantidomero mais retido R-(+)-
mitotano, apresentou maior afinidade pela coluna quiral. Valores de k;, superiores a 300
min™ revelaram baixo efeito dos fendmenos de transferéncia de massa e consequentemente
predominio dos efeitos termodindmicos (energia entédlpica superior -10 kJ/mol para os
enantidomeros). Experimentos a altas concentracdes foram realizados com a finalidade de se
determinar as isotermas pelo método da andlise frontal e também os cromatogramas sob
estas condicOes. Para a concentragdo da mistura até 16 g/L as isotermas mostraram um bom
ajuste a0 modelo de Langmuir. A partir da separacdo em batelada determinaram-se as
regides de separacdo dos enantidmeros para um sistema cromatografico continuo do tipo
leito movel simulado para diferentes concentracdes de alimentacdo da mistura racémica.
Avaliaram-se as varidveis desempenho (consumo de solvente e produtividade) no sistema
continuo e compararam-se com as obtidas em separagcdes em batelada. Melhores resultados

foram obtidos para um sistema continuo do tipo leito mével simulado.

Palavras chave: mitotano, cromatografia liquida quiral, separacdo de enantidmeros, leito

moével simulado.
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Abstract

Mitotane (o, p'-dichlorodiphenyldichloroethane) is a drug used in the treatment of
adrenocortical carcinoma. It is marketed in the racemic form, proportion 1:1 of their R and
S enantiomers. The influence of the molecule quirality on its pharmacology effect was not
studied yet. For this reason, this separation is important for comparative biological tests of
collateral effects. This work was developed with intention to study the separation of this
drug via liquid chromatography using columns packed with the chiral stationary phase,
0,0’-bis[4-terc-butylbenzoyl] - N, N' - diallyl-L-tartardiamide. Different combinations of
mobile phase was tested and better results were achieved with hexane/ethyl acetate in ratio
95/5 (v/v). Pulses experiments with diluted solutions of the inert and the enantiomers were
accomplished at different flow rates and temperature. The system porosities,
chromatographic parameters, equilibrium constants, axial dispersion and mass transference
parameters were obtained. The results showed satisfactory separation, with number of
plates overcoming 9000 and separation factors in the order of 1,13. The values of Henry
coefficients were greater than one for both enantiomers, the most retained was R (+) -
mitotane, and it presented greater affinity for the chiral column. The overall mass transfer
coefficient achieved values higher than 300 min™, demonstrating low mass transfer effect
rates and consequently a prevalence of the thermodynamic effects (enthalpy energy greater
than -10 kJ/mol for the enantiomers). Experiments in overload conditions were realized in
order to determining the isotherms using the method of the frontal analysis as well the
chromatograms under these conditions. For the concentration of the mixture smaller than
16 g/L the isotherms showed a good adjusted to the Langmuir model. The separation
regions for a chromatographic continuous system like simulated moving bed were
determined with different feed concentrations. This permits the comparison of the

performance parameters using the continuous system and batch ones.

Keywords: mitotane, chiral chromatography, enantiomers separation, simulated moving

bed
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Introducio

1. INTRODUCAO

Em 1883, Kelvin usou o termo quiralidade, derivada da palavra grega kneir para
maos. Qualquer objeto desprovido dos trés elementos de simetria - plano, centro e eixo de
simetria - € que exista em mais de uma forma na qual sdo imagens espelhadas uma da outra,
sao chamados de objetos quirais. De particulas elementares a humanas, a quiralidade é
encontrada em uma variedade muito grande de objetos (ALI; GUPTA; ABOUL-ENEIN,
2003).

Estruturas isoméricas (do grego isomere = parte igual) que diferem entre si
unicamente pelo arranjo tridimensional dos seus constituintes sdo chamadas de
estereoisOmeros. Uma molécula € quiral quando a sua imagem especular ndo pode ser
sobreposta a molécula original. Se houver possibilidade de sobreposicdo entre uma
molécula e sua imagem especular ela € aquiral. Um centro assimétrico € aquele no qual os
substituintes ligados a eles sdo diferentes entre si. O tipo mais comum de uma molécula
quiral contém um carbono tetraédrico, no qual estdo ligados quatro diferentes grupamentos.
O atomo de carbono € o centro estereogénico ou assimétrico da molécula. Uma molécula
desse tipo pode existir em dois arranjos espaciais diferentes, que sdo estereoisdmeros um do
outro. As duas estruturas, entretanto, ndo podem ser sobrepostas, j& que uma €é a imagem
espelhada da outra. Esses tipos de estereoisdmeros sdo chamados de enantidmeros (do
grego, enantio = opostos). A unica diferenga que esses enantidmeros apresentam € a
propriedade de desviar o plano da luz polarizada, quando uma solucao de cada uma delas é

submetida a um equipamento polarimétrico (COELHO, 2001).

Os enantidmeros possuem propriedades fisicas e quimicas idénticas, exceto
quando eles interagem com enzimas ou com outras moléculas quirais, reagindo
diferentemente ou seletivamente. Esta enantiosseletividade resulta em diferentes taxas de
transformacdo microbioldgica e diferencas na atividade e na toxicidade dos dois

enantiomeros.

Cahn, Ingold e Prelog estabeleceram uma nomenclatura baseada em uma
prioridade entre os diferentes substituintes ligados ao carbono assimétrico. A regra baseia-

se na massa molar dos dtomos ligados ao carbono estereogénico. As seguintes regras de
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atribuicdo de prioridade sdo aplicadas sucessivamente até ser possivel uma decisdo

(ALLINGER, 1983):

- 4tomos de nimero atdmico superior tem maior prioridade do que dtomos de

namero atomico inferior.

- quando os dois dtomos ligados sdo iguais, amplia-se a comparagdo aos
atomos ligados a estes, até se poder tomar uma decisdo. Por exemplo, CCl; tem
prioridade sobre CHj3 pois Cl tem nimero atdomico superior a H. Da mesma forma, CCl;
tem prioridade sobre CHCI,, pois a sequéncia de numeros atdomicos ligados ao carbono
no CCls (17, 17, 17) € superior ao verificado no CHCl, (17, 17, 1). Ao comparar dois
conjuntos de nimeros considera-se como o conjunto mais baixo o que tiver o nimero

individual menor ao aparecer a primeira diferenca.

- a existéncia de ligacdes muiltiplas é equivalente a existéncia de ligacOes
simples a dois ou trés dtomos iguais. Cada carbono da ligacdo dupla tem dois

substituintes.

O passo seguinte € orientar a molécula de forma a que o substituinte de menor
prioridade aponte no sentido oposto ao observador. Se os outros trés substituintes estiverem
distribuidos de forma a que o percurso do substituinte de maior prioridade para o de menor
prioridade for no sentido dos ponteiros do relégio a configuracio denomina-se R (do latim
rectus, que significa direita). Se eles estiverem dispostos no sentido oposto ao dos ponteiros
do relégio a configuracdo denomina-se S (do latim sinister, que significa esquerda). Um

exemplo € apresentado na Figura 1.1.

.~ espelho
|
sentido i santico
e drio anti-narario

ONO

HaN H

@ HO-0

carbona
assimatrion

o)
8
T
® '

(R)- Fenilglcina (S}- Fenilglicina

Figura 1.1. Aplicacdo da nomenclatura R e S de Cahn-Ingold-Prelog.
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A acdo de um fiarmaco ¢ resultante de processos farmacoldgicos e
farmacocinéticos, nos quais o medicamento entra, interage, e deixa o corpo humano. Ha
muitos exemplos nos quais estereoisdmeros mostraram diferencas em termos de
biodisponibilidade, distribui¢do, comportamento metabdlico e de excrecdo, e onde
parametros estereoquimicos tém significado fundamental na sua agdo e disposicdo em

sistemas biologicos (MAIER; FRANCO; LINDNER, 2001).

O alto grau de estereosseletividade de muitos processos biolégicos faz com que,
quando uma dada mistura racémica é administrada como farmaco, ambos os enantidmeros
podem ndo ser igualmente ativos. Muitas vezes um deles representa o isdmero mais ativo,
enquanto o outro pode até mesmo agir de um jeito diferente, contribuindo para efeitos
indesejados, exibindo toxicidade e agindo antagonicamente (MAIER; FRANCO;
LINDNER, 2001).

Um farmaco pode exercer a sua atividade no interior do corpo humano de vérias
formas. Uma dessas formas € através da interagdo com estruturas chamadas receptoras, que
podem ser proteinas de elevado grau de organizac@o espacial, que se encontram na
membrana da célula. Esses receptores agem como pequenos interruptores de grande
seletividade. Uma vez ligados, eles podem desencadear uma série de reacdes intracelulares
para dar origem a um efeito biolégico. Um farmaco também pode interagir com uma

enzima, que € uma proteina de elevado nivel de organizacao (COELHO, 2001).

O farmaco deve ter um arranjo espacial de sua estrutura bem definido e deve
coincidir com aquela da estrutura com a qual ird interagir. Se numa determinada molécula o
arranjo espacial do centro assimétrico € invertido, pode-se impedir que ocorra uma das
interacdes, levando a uma modificacdo do efeito bioldgico, ou até mesmo a inativacdo do

farmaco, ou o aparecimento de um efeito contrario (COELHO, 2001).

Como ja mencionado anteriormente, a indu¢do da quiralidade ou a resolugdo de
compostos racémicos necessita da presenca de um ambiente quiral. Para este proposito,
auxiliares quirais, catalisadores ou seletores, sdo necessarios. A formagdo de espécies
diastereoméricas implica em diferencas energéticas a qual permite em muitos casos suas
enantiodriscriminagdo. Esses diastereomeros podem ser formados covalentemente e entdo
sua separacdo pode ser alcancada tirando vantagem de suas diferencas quimicas ou
propriedades fisicas por cristalizacdo, cromatografia ndo estereosseletiva ou destilagdo.
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Entdo, o enantidmero puro € isolado indiretamente apds a liberagdo do auxiliar quiral. Essa
metodologia, entretanto, apresenta algumas desvantagens (MAIER; FRANCO; LINDNER,
2001).

Alternativamente, metodologias diretas sdo geralmente baseadas na formacdo de
pares diastereoméricos nao covalentes de moléculas associadas, espacialmente orientadas e
estdveis. Forcas tais como elestrostaticas, ligacdo de hidrogénio, atracao/repulsdo, van der
Waals, interagdes 7-T, interagdes dipolares, complexo de inclusdo e impedimento estérico
contribuem para esse processo. Esse método pode ser realizado com a interagdo da mistura
enantiomérica com um seletor quiral, tanto sendo parte de uma fase estaciondria quiral,
como uma fase movel aditiva quiral (MAIER; FRANCO; LINDNER, 2001; JARDIM;
COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Em escalas preparativas, diferentes objetivos e alvos sdo abordados, é necessaria
uma apropriada enantiosseletividade, uma alta capacidade, além de a fase estaciondria
quiral ser estdvel termicamente, e também que os enantidmeros sejam separados. Seletores
quirais ideais para aplicagOes preparativas devem estar disponiveis e /ou sintetizados para
serem competitivos economicamente com técnicas ja estabelecidas, é importante também
que a amostra seja soliivel no meio onde ird ocorrer a separacdo levando-se em conta a
produtividade. Metodologias cromatograficas sdo as técnicas mais utilizadas (MAIER;

FRANCO; LINDNER, 2001).

Geralmente qualquer separacdo enantiomérica pode ser realizada com pelo menos
um dos 200 seletores quirais disponiveis comercialmente, entretando um dos problemas € a
selecdo de sistemas apropriados devido ao constante crescimento do numero destes
seletores. Frequentemente, a identificacio de seletores adequados para um par de
enantidmeros especificos requer experimentos € demanda tempo e material (MAIER;

FRANCO; LINDNER, 2001).

O entendimento de como e onde um reconhecimento quiral por um seletor quiral
molecular ocorre pode fornecer informagdes valiosas a respeito da estimativa da magnitude
da enantiosseparacao; tipos de compostos separados por um dado seletor; previsdes sobre a
ordem de eluicdo; e condicdes cromatograficas adequadas. E desejével obterem modelos
que explicam as forcas de ligacdes agindo no enantidmero mais favorecido e entender
qualitativamente as razdes pelas quais o menos favorecido possui realmente ligagdes menos
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eficientes. Poucos estudos detalhados dos mecanismos de separacdo quirais estdo
disponiveis se comparado com o nimero de seletores quirais eficazes (MAIER; FRANCO;

LINDNER, 2001).

Apesar do fato dos cientistas serem extremamente cientes das diferencas que os
enantidmeros podem exercer, desde mais de duas décadas, o principal avang¢o no
desenvolvimento de compostos enantiomericamente puros tem sido realizado nos ultimos
anos com novas metodologias de sintese assimétricas e boas técnicas de separacio
analiticas e preparativas. Até o comeco desta década, a comercializacdo de medicamentos
enantiomericamente puros era somente recomendada como um desafio desejavel com
muitas limitacdes praticas. As autoridades somente encorajavam as industrias farmacéuticas
a fornecerem enantidmeros puros, apesar da maioria deles serem comercializados como
racematos. Hoje a situacdo mudou, avancos tecnoldgicos tém permitido a produgdo de
enatiomeros puros comercialmente. Além disso, o FDA tem definido solicitagdes mais
restritas para a criagdo de patente de novos medicamentos racémicos, exigindo todos os
documentos de separacdo farmacoldgica e perfis farmacocinéticos dos enantidmeros puros,
bem como a da mistura. Isto também pode ser estendido para o agroquimicos nos quais a
presenca de estereoisOmeros ndo ativos € menos ativos contribui para o aumento de nivel de

poluicao (MAIER; FRANCO; LINDNER, 2001).

Quando se trata de separacdo de quilogramas para toneladas de compostos quirais,
consideragdes ecoldgicas e ambientais devem ser levadas em conta para a reducdo da
toxicidade e perigo potencial do processo. As grandes quantidades de solventes usadas em
cromatografia ndo sdo tdo convenientes e métodos para seus reciclos sdo necessarios

(MAIER; FRANCO; LINDNER, 2001).

Interesses econdmicos sdo essenciais para o desenvolvimento de novas
substancias quirais e tecnologias. A venda de fairmacos de enantiomeros puros mostra um
crescimento mundial continuo (21% de crescimento de 1997 em comparagdo com 1996) e
muitos dos medicamentos mais vendidos sdo enantidmeros puros (269 das 500 mais
vendidos). O foco de pesquisas de descoberta de novos medicamentos tem desviado de
doencas agudas para cronicas, tais como cancer, AIDS, artrites, doengas neuroldgicas, um
grande nimero de fdrmacos usados nesses tratamentos contém um ou mais centros

estereogénicos (MAIER; FRANCO; LINDNER, 2001).
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A significancia econdmica do mercado de farmacos no mundo € consideravel,
aproximadamente 300 bilhdes de ddlares em 1997. A competi¢do entre as industrias
farmacéuticas é muito alta e para continuar crescendo elas investem altamente em metas
produtivas agressivas. Medicamentos quirais apresentam um desafio em relagdo a
investimentos e pesquisas (a venda de farmacos puros estereoquimicamente representou
aproximadamente 28% do total de vendas em 1997) (MAIER; FRANCO; LINDNER,
2001).

O rendimento global de tecnologia quiral ird aumentar de 6,63 bilhdes de ddlares
em 2000 para 16,03 bilhdes em 2007, crescendo a uma taxa anual de 13,4% durante esse
periodo, segundo previsdo de pesquisas de mercado da empresa Frost e Sullivan. A
inddstria farmacéutica se responsabilizou por 81,2% do rendimento do mercado quiral em
2000, a agricultura por 14,1% e a é&rea de perfumes e fragrancia por 4,7%.
Aproximadamente 80% de todos os produtos em desenvolvimento na industria
farmacéutica sdo baseados em compostos quirais de acordo com Karlheinz Drauz, vice-
presidente da Degussa na Alemanha (GRAFF, 2002). A Tabela 1.1 apresenta as vendas
mundiais de firmacos nos ultimos anos tendo como fonte o Instituto de Tecnologia de

Catalisadores.

A tecnologia quiral tem se preocupado em desenvolver novos produtos quimicos
na drea agricola tais como agrotoxicos. Porém, altos custos neste setor e a falta de pressoes
como na drea farmacéutica levam esses produtos a ndo serem muito importantes no
mercado em termos de tecnologia quiral. O crescimento na area de perfumes e fragrancias
sintéticas também tem sido limitado pela preferéncia do consumidor por extratos de

produtos naturais. (GRAFF, 2002).

Do ponto de vista do consumidor, a administracdo de um farmaco em sua mistura
racémica tem algumas desvantagens: a dose a ser utilizada deve ser aumentada, pois
somente metade dela pode ter o efeito farmacoldgico desejado; o paciente ingere, a cada

dose, 50% de uma substancia quimica, muitas vezes, desnecesséaria (COELHO, 2001).

Apesar do fato do desenvolvimento de medicamentos quirais implicar na
classificacdo de trés produtos desde o inicio até o tratamento clinico (o racemato, e os dois
enantidomeros), os beneficios que o produto com enantidmero puro pode trazer as industrias
farmacéuticas sdo geralmente razdes convincentes para a realizacdo disso. Racematos,
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como ja mencionado, podem implicar riscos potenciais ao paciente devido tanto a sua
toxicidade como aos efeitos indesejados de um dos estereoisdmeros, a eficicia pode ser
significativamente aumentada pela administracdo de apenas um enantiomero (MAIER;

FRANCO; LINDNER, 2001).

Tabela 1.1. Vendas mundiais de farmacos.

Todos os farmacos | Firmacos com apenas um enantidmero
Milhdes de dolares 1999 2000 1999 2000 2005
Analgésicos 21500 | 23000 1173 1291 1395
Antibidticos 29300 | 31700 24918 26140 29747
Antivirais 17700 | 19100 6717 8820 12201
Cancer 13700 | 15600 8891 10690 13605
Cardiovascular 42700 | 46600 24895 27650 34627
Sistema nervoso Central | 47700 | 53900 8439 9094 14700
Dermatologia 17900 | 18400 16202 1272 1540

Gastrintestinal 43900 | 42700 1970 4033 6590
Hematologia 16500 | 15400 7405 8879 11295

Hormonios/

Endocrinologia 20000 | 22000 14510 15384 19790
Oftalmologia 7100 7400 1270 2265 2705
Respiratdrios 36500 | 40500 5696 6615 9620

Vacinas 6500 7300 2503 3349 4320
Outros 39000 | 41900 6248 7032 9730
Total 360000 | 390000 117763 132514 171865

Em meados de 1992, foi publicado um documento pela Administragdo de
Farmacos e Alimentos dos Estados Unidos (FDA), no qual o centro de pesquisa e avaliacdo
de farmacos do FDA (CDER) enumerou, pela primeira vez, um guia proprio para firmacos
estereoisoméricos. Este concluiu que, apesar das substancias terem sido desenvolvidas com
sucesso e seguranga como misturas racémicas, t€m sido relatados muitos casos em que os

enantidmeros tém apresentado diferencas farmacoldgicas e de toxidade, causando
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problemas terapéuticos. O exemplo mais conhecido é o da talidomida, enquanto o S-
enantidmero produzia efeitos terapéuticos, o R-enantiomero resultava na produgdo de

defeitos fisicos em criangcas (HOFFMAN, 1997; ANON, 1992).

Devido a esses intimeros casos e a outros relacionados, o FDA exige daquele que
desenvolve o farmaco que: i) quantifique os efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos de cada
enantidmero; ii) produza o enatidmero puro, se o resultado de farmacocinética e toxidade
destes sdo significativamente diferentes, afetando a dosagem e os efeitos colaterais

(REKOSKE, 2001).

Essa regulamentacdo governamental produziu dois efeitos: mudanga no
desenvolvimento de farmacos voltado para implantagdo de apenas um enantidmero;
estimular o desenvolvimento de novas técnicas para sintese assimétrica e separacdo
enantiOmérica. Esses efeitos acarretaram na necessidade da produgdo de novas tecnologias,
criando novas pesquisas e desenvolvimento de novas oportunidades para engenheiros e
cientistas. Técnicas de baixo custo e tempo foram imediatamente requeridas, as quais
poderiam fornecer quantidades de material necessdrias para testes toxicoldgicos e para
producdo comercial. Entre 1992 e 2000, o mercado mundial de componentes quimicos
opticamente puros aumentou de 30 bilhdes de doldres para aproximadamente 100 bilhdes

(ANON, 1997).

Uma das primeiras técnicas a ganhar grande aceitacdo foi a cromatografia liquida
preparativa de alta eficiéncia (HPLC), que tem sido usada para a produgdo de pequenas
quantidades de substancias quirais desde o aparecimento de fases estaciondrias que
‘reconhecem’ enantidmeros. Em HPLC, a combinac¢do apropriada entre a fase estaciondria
e a fase movel, entre outros fatores, é escolhida para que permita a mistura racémica ser
eluida da coluna em tempos distintos (REKOSKE, 2001). A Figura 1.2 apresenta as

técnicas mais utilizadas para separacdo de enantidmeros.
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Figura 1.2. Técnicas usadas em separagdes enantioméricas.

O mitotano, que € um farmaco quiral, é comercializado na forma de mistura
racémica (mistura equimolar entre dois enantidmeros) e tem apresentado uma série de
efeitos colaterais. A influéncia da quiralidade da molécula sobre seu efeito farmacolégico
ainda ndo foi estudada. Também ndo existem informagdes sobre os aspectos
estereoquimicos da metaboliza¢do do mitotano. Como ocorre para outros medicamentos, €
possivel que exista diferenca farmacolégica entre os enantiomeros. A separacdo dos
enantidmeros do mitotano por técnicas cromatogréficas serd, portanto, de fundamental

interesse para o estudo da sua agdo farmacoldgica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi estudar a separacdo enantiomérica do mitotano através
da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna recheada com a fase
estaciondria quiral O,0O'-bis[4-ferc-butilbenzoil]-N,N'-dialil-L-tartardiamida. Para atingir

esse objetivo foram realizadas as seguintes etapas:

v Avalia¢do das melhores condi¢des de separagdo através da otimiza¢do da fase

movel.
v Determinacéo dos parametros de separagio cromatografica.
v Determinacdo dos coeficientes de Henry.

v Avaliagdo da eficiéncia de separa¢io a partir do grafico de van Deemter e

determinacdo dos parametros de transferéncia de massa.
v Andlise termodindmica da separagdo.
v" Determinagéo das isotermas de adsorcéo.

v" Determinagdo dos perfis de eluicdo em condi¢cdes de sobrecarga e avaliagdo das
varidveis desempenho para diferentes concentragdes de alimentacdo da mistura

racémica em um sistema de cromatografia em batelada.

v Determinacdo da regido de separa¢do dos enantidOmeros para um sistema de

cromatografia continua, de acordo com a teoria do equilibrio.

v Avaliagdo dos pontos 6timos de operagdo em relagdo as varidveis desempenho para
diferentes concentracdes de alimentacdo da mistura racémica em um sistema de

cromatografia continua.

v’ Avaliag¢do das varidveis desempenho ao aumentar-se o didmetros das colunas em

um sistema cromatografico continuo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Mitotano e Carcinoma Adrenocortical

O carcinoma adrenocortical (CAC) € raro, atingindo 0,3/milhdo de criangas até 15
anos. No sul do Brasil a incidéncia € singular, 10-15 vezes maior do que em outros locais
do mundo (RIBEIRO et al., 2000). O tratamento de primeira escolha € cirurgico, sendo a
tnica op¢do potencialmente curativa (POMMIER; BRENNAN, 1992; SCHULICK;
BRENNAN, 1999).

Nos casos de CAC em que a resseccao completa ndo € possivel estd indicado o uso
do farmaco mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano), geralmente, associado a outros
antineopldsicos (WOOTEN; KING, 1993; BERRUTI er al, 1998; KASPERLIK-
ZALUSKA, 2000; LIM et al., 1990). Este farmaco tem sido bastante estudado em adultos,

mas o relato de estudos clinicos com criangas, na literatura cientifica, é reduzido.

Em 1984, van Slooten ef al. sugeriram que, para exercer plenamente sua acio
terapéutica, a concentracdo plasmdtica do mitotano deve ser cerca de 14 pg/mL, porém
estes autores alertaram sobre as reagcdes adversas que sdo mais severas e mais freqiientes
em concentracdes plasmdticas superiores a 20 pg/mL. Estes dados foram confirmados por
Haak er al. (1994) e tém sido considerados como referéncia na monitorizagdo das
concentracdes plasmdticas de mitotano (BAUDIN et al., 2001; HEILMANN et al., 2001;
ANDERSEN; KASOERKIK-ZALUSKA; WARREN, 1999; BERRUTI et al., 1998;
ANDERSEN et al., 1995; BOOLEN; LANSER, 1992; MOOLENAR et al., 1981).

Nas concentragdes consideradas terapéuticas, (13-20 ug/mL), as reacdes adversas
ao mitotano parecem ser inevitaveis (VAN SLOOTEN et al., 1984). Doses didrias de 6-10
g causam toxicidade gastrintestinal em 80 % e disfuncdes neuromusculares ou sintomas
psiquidtricos em 40 % dos pacientes (HUTCHISON; SHAHAN; DRUGDEX, 2004;
BOOLEN; LANSER, 1992). A incidéncia, a severidade e a persisténcia dos efeitos
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adversos dificultam o tratamento com mitotano, provocando reducdes nas doses,
interrupcdes ou até cessagdo do tratamento. Na auséncia de uniformizacdo da orientacdo
quanto a dose de mitotano a ser utilizada em pacientes pedidtricos, é necessdrio ajusta-la

em fun¢do da concentrac@o plasmaética deste farmaco.

O mitotano, que estd representado na Figura 3.1, quando associado ou ndo a outros
agentes antineopldsicos, € indicado no tratamento de pacientes com CAC metastitico, ndo
ressecavel, recidivado ou resultante de doenca residual apds cirurgia (LIM et al., 1990;
WOOTEN; KING, 1993; BERRUTI et al., 1998; KASPERLIK-ZALUSKA, 2000; ILIAS
et al., 2001; KOPF; GORETZKI; HENDRIK, 2001). Recentemente, o uso do mitotano foi
avaliado, apds a ressec¢do de tumores (KASPERLIK-ZALUSKA, 2000; VASSIPOULOU-
SELLIN et al., 1993; VASSIPOULOU-SELLIN et al., 2001), mas pouco se sabe sobre as
vantagens reais nestes casos. O emprego de mitotano pode ser mantido enquanto houver
evidéncias de reducio do tamanho do tumor e o paciente puder suportar as reacdes adversas
(HUTCHISON; SHAHAN; DRUGDEX, 2004). Na literatura, ndo se encontra uma
indicac¢do formal ou um consenso sobre a duracdo do tratamento com mitotano (ILIAS et
al, 2001). No Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand (HC-UFPR) e no
Hospital Erasto Gaertner — Liga Paranaense de Combate ao Cancer (HEG-LPCC), o
mitotano € utilizado por um periodo minimo de 18 meses, para pacientes em reincidéncia

da doencga, de acordo com a resposta clinica e as reagdes adversas.

HCl,

Sr=ar

Cl

Figura 3.1. Estrutura quimica do mitotano. O carbono identificado com * € quiral.

Fonte: FANG, 1979.

O mitotano, de nome comercial: Lisodren, é produzido pela Bristol-Myers Squibb e
comercializado na forma de comprimidos contendo 500 mg de principio ativo. O fabricante
do mitotano recomenda, sem especificar a idade do paciente, que o tratamento seja iniciado

com doses de 2 a 6 g/dia, divididas em 3 a 4 tomadas, elevando até 9 a 10 g/dia,
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dependendo da resposta clinica e dos efeitos adversos (HUTCHISON; SHAHAN;
DRUGDEX, 2004).

Devido a sua caracteristica lipofilica, inicialmente o mitotano se acumula em
tecido adiposo e aparece em baixas concentragdes no sangue (TERZOLO et al., 2000),
podendo ser necessdrios varios meses para a saturacao da gordura. Este farmaco atravessa a
barreira hemato-encefdlica (BOLLEN; LANSER, 1992), depositando-se no tecido

gorduroso cerebral.

Ap6s a administracdo oral de mitotano, apenas 60% da dose € absorvida, e desta
parte 20-30 % é armazenada nos tecidos, principalmente adiposo. Uma concentragdo
plasmdtica maxima € obtida em trés a cinco horas e um equilibrio de mitotano entre o
plasma e os tecidos é alcangcado em 12 horas (HUTCHISON; SHAHAN; DRUGDEX,
2004). O cloreto do 4cido o,p’-diclorodifenilacético (o,p’DDA), um derivado do mitotano,

¢ o responsdvel pela acdo terapéutica (CAl et al., 1995).

Abraham et al. (2002) perceberam que, apds a administragdo de mitotano por
tempo prolongado, pequenas doses didrias sdo suficientes para manter as concentragdes
plasmadticas entre 10 e 20 ug/mL; segundo estes autores, alguns pacientes necessitam de
apenas 0,5 g a 1 g de mitotano. Doses menores reduzem significativamente as reagdes
adversas, tornam os tratamentos mais tolerdveis e reduzem as interrup¢des e cessagoes.
Schteingart; Tsao e Taylor (1980), Dickstein et al. (1998) e Terzolo et al. (2000) sugeriram
que esquemas terapéuticos com baixas doses de mitotano, mantidos por longos periodos,
podem ser vidveis e podem trazer melhoras a qualidade de vida do paciente, com

minimizagdo dos efeitos adversos e maior adesao ao tratamento.

O mitotano causa atrofia citotéxica das células das glandulas adrenais, normais
e neopldsicas, em parte através da destruicdo de mitocondrias (HUTCHISON; SHAHAN;
DRUGDEX, 2004). Para produzir efeitos terap€uticos, o mitotano necessita ser
metabolizado (SCHTEINGART, 2000; REIF et al., 1974; CAI et al., 1995). Os efeitos
produzidos pelo mitotano nas espécies animais variam em func¢do do metabolismo deste

farmaco.
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Doses de mitotano de 6 a 10g/dia causam reagdes adversas gastrintestinais em 80%
e disfuncdo neuromuscular e sintomas psiquidtricos em 40% dos pacientes (HUTCHISON;
SHAHAN; DRUGDEX, 2004; BOOLEN; LANSER, 1992). Em 1992, Bollen e Lanser
afirmaram que os distirbios neurolégicos causados pela terapia com mitotano parecem
envolver o cortex cerebral e o cerebelo, dependem da relacdo entre a concentracdo cerebral
de mitotano e a sua concentragdo sangiiinea e sdo reversiveis. Estas manifestacoes
geralmente estdo associadas a concentragdes plasmaticas superiores a 20 pg/mL
(HEILMANN et al., 2001; BOOLEN; LANSER, 1992; MOOLENAR et al., 1981) e
dificultam a adesdo ao tratamento, freqiientemente exigindo redu¢do da dose de mitotano
e/ou interrup¢do da terapéutica, o que compromete grandemente a adesdao do paciente ao

tratamento e, conseqiientemente, o sucesso terapéutico.

Os relatos da literatura sobre a eficdcia e a utilidade do mitotano sdo controversos e
de dificil comparagdo entre si. Vdrios fatores contribuem com esta situa¢do, sendo os mais

importantes:

1) Existéncia de poucos estudos controlados, randomizados, com nimero
significativo de pacientes, avaliando o emprego do mitotano. Isto ocorre porque o CAC ¢

raro e extremamente agressivo. A maior parte das publicacdes sobre CAC € brasileira.

2) Diversidade de esquemas posoldgicos para mitotano utilizados em adultos e
auséncia de consenso de posologia para criancas; variagdo no tempo de uso do mitotano e

na dose total acumulada; dose necessdria a saturagdo dos tecidos para cada paciente.

3) VariacOes nas caracteristicas clinicas dos pacientes, sendo as principais:
diferencas entre adulto e crianca, estadio do CAC, cirurgias para ressec¢do de massa

tumoral primdria ou metastases, manifestacdes hormonais distintas.

4) Deve-se destacar que varios dos estudos que falharam em demonstrar resposta
tumoral objetiva ao mitotano ndo verificaram se as concentragcdes plasmaticas estavam
na faixa considerada terapéutica (14 a 20 ug/mL). Além disso, ndo estd determinada a

relacdo existente entre a dose de mitotano e a sua concentragao no sangue.
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Devido a impossibilidade de se prever a habilidade de cada paciente (ou de cada
tumor) em responder ao mitotano, a maioria dos pesquisadores ainda recomenda seu uso
apenas nos casos de CAC ndo passiveis de resseccdo, em terapias prolongadas e para os

pacientes com respostas clinicas claras (AHLMAN et al., 2001).

Portanto, a influéncia da quiralidade da molécula sobre seu efeito farmacoldgico
ainda ndo foi estudada. Ndo existem também informacdes sobre os aspectos
estereoquimicos da metabolizacdo do mitotano. Como ocorre para outros medicamentos, é
possivel que exista diferenca farmacoldgica entre os enantiomeros. Uma forma de verificar
esta hipétese € determinar a propor¢ao entre os enantiomeros no plasma dos pacientes. A
separacdo dos enantiomeros do mitotano serd, portanto, de fundamental interesse para o

estudo da sua acdo farmacoldgica.

De acordo com Buser e Muller (1995) o o,p’-diclorodifenildicloroetano apresenta a

configuragdo S (-)-o,p’-diclorodifenildicloroetano e R (+)-0,p’-diclorodifenildicloroetano.

3.2. Cromatografia Liquida Quiral

3.2.1. Fundamentos

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela estd fundamentada
na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase estaciondria. Essa migracdo
resulta de diferencas de equilibrio dos analitos e € determinda por fatores que afetam esse
equilibrio como: composi¢do da fase mdvel, composi¢do da fase estaciondria e temperatura
de separacdo. A principal diferenga entre cromatografia liquida cldssica e a de alta

z

eficiéncia é que esta utiliza fases estaciondrias compostas de microparticulas. Na

7z

cromatografia no modo normal a fase estaciondria € mais polar que a fase mével e a
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reten¢do aumenta com o decréscimo da polaridade na fase mével (CASS; DEGANI, 2001).

A Figura 3.2 ilustra os componentes fundamentais de um equipamento para HPLC.

Bomba Medidor de Pressao
, Injetor
Fase mdvel
C
0
1
u
n
a
Sistema de aquisi¢ao Detector
de dados

Figura 3.2. Esquema de um equipamento de HPLC.

Os parametros cromatograficos sdo uteis para a avaliacdo da eficiéncia da
separacdo na coluna cromatografica, fornecendo informagdes referentes ao comportamento
do composto com a fase mével e estaciondria. A seguir serdo descritos alguns dos

principais parametros utilizados em separagdes.

O tempo de retencdo de um composto, definido por tg;, em cromatografia é
caracteristico da substancia analisada em uma determinada condi¢do. O fator de retencdo,
ki, € a razdo entre a quantidade de substincia com afinidade pela fase estaciondria e a

quantidade com afinidade pela fase mével, e pode ser definido por:
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tp;,—t
ko=-Ri M 3.1)

onde ty € o tempo de retengdo de um composto ndo retido pela fase estaciondria.

O valor de k; ndo deve ser muito pequeno, pois significa que o composto pouco
interage com a fase estaciondria, nem muito grande, por causar alargamento dos picos. Um
k; muito pequeno (menor que 1) significa que o soluto tem pouca interacdo com a fase
estaciondria, enquanto que um k; muito grande (maiores que 5) significa o soluto tem muita

afinidade com a fase estacionaria.

Cada prato corresponde a uma etapa de equilibrio do composto entre as duas
fases, medindo a eficiéncia de separacdo através dos tempos de retencdo e do alargamento
dos picos. Ele pode ser calculado através da equacdo 3.2 onde wy, € a largura do pico na

base e wy € a largura de um pico a meia altura.

t,. t.,.
N=16| 2| =5545| &L (3.2)

N caracteriza a eficiéncia da coluna, ele aumenta com um melhor enchimento, com
aumento do tamanho da coluna e otimizacdo da vazao da fase mével. O valor de N, em
termos de ordem de grandeza, pode ser considerado constante para uma coluna particular.
Para fases estaciondrias com particulas de tamanho diferente, as de menor tamanho podem
ser mais eficientes apresentando um maior valor de N, porém essa diferenca praticamente

desaparece ao aumentar-se a quantidade de amostra na coluna.

A altura equivalente a um prato (H) € a correlagdo entre o tamanho da coluna (L)
e o numero de pratos (N). Baixos valores da H sdo relacionados a utiliza¢do de colunas de

particulas pequenas, vazdes de fase modvel baixas, altas temperaturas de separacdo e
17
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separagdo de pequenas concentracdes de amostra. N é aproximadamente constante para
diferentes picos em um cromatograma para uma determinada condi¢do de operagdo, sendo

que a largura dos picos aumentard proporcionalmente com o tempo de retencao.

3.3)

2|~

O fator de assimetria dos picos (Asjp) estd relacionado com os mecanismos de
retengdo, a incompatibilidade da amostra com a fase movel e/ou estaciondria e a existéncia

de volume morto no topo da coluna.

s, =2 (3.4)
a

onde a corresponde a 10% da altura do pico na primeira metade do pico e b a 10% na outra
metade, isso pode ser melhor vizualizado na Figura 3.3. A assimetria dos picos aumenta
com o aumento da carga na coluna, esta perda de simetria € mais dréstica para colunas mais

eficientes (com particulas de menor tamanho).

O fator de separacdo (o) mede a seletividade da separacdo para dois picos

adjacentes, sendo a relacdo entre seus fatores de retencao (k;).

=~ |Na~

—_

3.5)
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wh

resposta do detector

wih
tempo

Figura 3.3. Relacdo entre largura de um pico na base, a meia altura, ae b a 10%.

A resolugdo (R;) mede a qualidade de separagdo, levando em conta as larguras dos

picos e seus respectivos tempos de retencao.

Ry=2| 22"tk |y ygy [ L2 Zler (3.6)
’ Wy + Wy, ’ Wy Wy,

A resolucdo € dependente do k, do N e do a. O valor de k pode ser alterado pelo
ajuste da fase movel. Se numa determinada situacdo tem-se um baixo valor de a, a

resolucdo pode ser aumentada pela incorporagdo de mais pratos. Um aumento no valor de

19




Revisdo Bibliografica

a, com a finalidade de um aumento na resolugdo, pode ser atingido mudando-se a fase
movel, esta deve ter a mesma polaridade para ndo interferir no valor de k;, porém deve
produzir interagdes diferentes entre o soluto e a fase estaciondria (MEYER, 1996). A

resolucdo pode ser otimizada pela mudancga da fase mdvel, taxa de vazao e temperatura.

A relagdo entre eficiéncia do solvente determinada pela separacdo dos centros dos
picos e a eficiéncia da coluna representada pelo alargamento dos picos mostra que quando
ambos sdo bons o resultado é uma boa separacio dos dois componentes e os tamanhos dos

picos sao estreitos (HAMILTON; SEWELL, 1978).

Quando um soluto passa através da coluna de separacdo, a largura dos picos
aumenta e o soluto € diluido pela fase mével. Ha trés contribuicdes para o alargamento dos
picos: difusdo turbilhonar, difusdo molecular (geralmente de pouca importancia para
cromatografia liquida) e transferéncia de massa (HAMILTON; SEWELL, 1978). A seguir

serdo descritas essas contribuicoes.

A fase fluida move mais lentamente nas partes estreitas e mais rapidamente nas
mais largas, uma molécula pode ter sua velocidade variada através do leito fixo. A teoria da
difusdo molecular assume que as moléculas percorrem determinados caminhos. Porém, elas
podem se difundir lateralmente de um caminho para outro, nos quais a velocidade pode ser
diferente. Esses dois acontecimentos resultam em um aumento do alargamento dos picos e

na diminui¢do da eficiéncia.

A difusdo na dire¢@o do fluxo (difus@o molecular longitudinal) na fase fluida é
importante para o alargamento dos picos em cromatografia gasosa, porém na maior parte

dos casos nao € significativa em cromatografia liquida.

A taxa que o soluto é transferido para a fase estaciondria influencia no
alargamento dos picos e na eficiéncia, essa taxa depende de cinéticas de adsorcdo e
dessorcdo. Se a superficie sélida onde ocorrem esses mecanismos ndo € homogénea, ela

aumentard o alargamento dos picos.

Outro mecanismo que pode se observar € referente a0 movimento das moleculas

em diferentes velocidades, dependendo se estdo perto da superficie de alguma particula ou
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ndo. Pode se observar um perfil de velocidade e isso acarreta no alargamento dos picos.
Quando a fase estaciondria € porosa, o volume intraparticula é preenchido com fase mével
estagnada. As moléculas que difundem em uma pequena distancia no poro, rapidamente
voltam para a corrente principal, enquanto que as que difundem a uma distancia maior,

levam mais tempo no poro, o que acarreta no alargamento dos picos.

3.2.2. Aspectos Gerais

A diferenca entre a cromatografia analitica e a preparativa estd relacionada com o
objetivo quimico. A cromatografia analitica tem como alvo a separacdo de misturas
complexas para identificacdo e quantificacdo dos componentes, uma vez que os sinais
requeridos sdo adquiridos para um componente, este € descartado. O objetivo € a rdpida
determinacdo da estrutura do componente, através da aquisi¢cdo direta de informacdo
apropriada e o calculo de sua concentragdo, através de uma calibracdo do sinal do detector.
A cromatografia preparativa tem como objetivo a isolagdo de uma certa quantidade de um

componente puro e seu uso posterior (GUIOCHON, 2002).

A cromatografia enantiosseletiva que emprega fases estaciondrias quirais tem se
tornado uma das técnicas mais importantes para a determinacdo da pureza Otica de
moléculas organicas. O método € constantemente aplicado com objetivos analitico, mas a
separacdo cromatografica de enantiomeros em escala preparativa tem sido considerada uma
boa alternativa para o fornecimento de enatidmeros puros de compostos bioativos. A
cromatografia em escala preparativa tem sido importante para a aceita¢io da tecnologia em
escala industrial devido a introdug¢do da tecnologia de leito mével simulado (LMS)

(FRANCOTTE, 2001).

A obtencdo de enantidmeros puros segue duas abordagens. A primeira,
abordagem quiral, consiste na realiza¢do de sinteses enantiosseletivas para a producdo do
enantidmero desejado. Esta abordagem inclui sinteses que usam enzimas, catalisadores

estereoseletivos, entre outros. A segunda, abordagem racémica, implica na preparacdo do
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racemato a qual € separado em seus enantidmeros. Esta preparacdo € usualmente alcancada
por uma seqiiéncia de reacdes a qual geralmente apresenta um grau de dificuldade menor
que a forma de ativos 6ticos. Nesta abordagem os enantiomeros sdao obtidos através da
separacdo dos diastereoisomeros (cristalizacdo, cromatografia) ou pela separacdo de seus
enantidmeros por cromatografia que utiliza fases estaciondrias quirais. A cromatografia
geralmente fornece os dois enantidmeros com alta pureza, o que é muito importante para
comparacdes preliminares de testes biologicos com os dois enantiomeros (FRANCOTTE,

2001).

Atualmente vdrias fases estaciondrias quirais estdo disponiveis para separacOes
preparativas enantiosseletivas, tais como fases baseadas em celulose e amilose
desenvolvidas por Okamoto (Chiralcel e Chiralpak), em poliacrilamidas (Chiraspher),

dialiltartaramidas (Kromasil CHI) e ciclodextrinas (FRANCOTTE, 2001).

Uma fase estaciondria quiral consiste de uma matriz aquiral, por exemplo, silica
porosa, com ligantes quirais unidos quimicamente ou dinamicamente (fisicamente). Esses
ligantes podem ser substancias, tais como fases Pirkle, ciclodextrinas, entre outros. Os
ligantes quirais podem também ser macromoléculas, tais como derivados de celulose,
glicopeptidios macrociclicos ou proteinas imobilizadas. Kromasil CHI € uma nova FEQ
(fase estaciondria quiral) que consiste de uma rede de polimeros que incorpora um seletor
quiral C, simétrico bifuncional, 0 monémero O,0’-diaroil-N, N’-dialil-L-tartardiamida, o
polimero € ligado covalentemente a silica funcional. O seletor quiral € unido a rede de
polimeros por reacdo de ligacdo cruzada, a qual também causa ligagdo covalente a silica
funcionalizada. Suas estruturas sdo mostradas na Tabela 3.1. Como essas fases sdo ligadas
por ligagdes cruzadas e normais a silica gel, elas s@o insoluveis em solventes orginicos e
ndo hé limitacdo com respeito a escolha da fase movel. Fases normais, reversas e condi¢des
de fluidos supercriticos t€m sido aplicadas. Elas apresentam uma boa estabilidade
mecanica, mas o conteudo relativamente alto de silica gel aquiral nessas FEQ reduz sua
capacidade de carga. Poucas separagdes preparativas nessas duas FEQ tém sido relatadas

(LINDHOLM; FORNSTEDT, 2005; FRANCOTTE, 2005).

O tamanho das particulas da FEQ € muito importante porque controla o processo

de difusdo das moléculas da amostra ao penetrar e sair dos poros da particula. Quanto maior
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o tamanho da particula porosa, mais lento serd o processo de difusdo e, como consequéncia,
mais lenta serd a transferéncia de massas do analito entre a fase estaciondria e a movel.
Conforme diminui o tamanho das particulas, a profundidade dos poros diminui também, e a
saida das moléculas dos poros ocorre mais rapidamente, permitindo a obtencao de anélises

rdpidas sem perda de eficiéncia (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

Tabela 3.1. Estrutura quimica das FEQs baseadas em tartardiamida.

. NOME
ESTRUTURA QUIMICA R
COMERCIAL
< C o | Kromasil CHI-
R
/\ TBB
e} (0] H
N o
m’"\N & (R) WSi\ e
||4 5 5 o 0 | Kromasil CHI-

R‘< DMB
HsC

0]

Fonte: FRANCOTTE, 2005.

A escolha da fase movel é muito importante, pois influencia a seletividade da
separacdo, tempo de reten¢do, solubilidade do racemato e resolu¢do, como mencioado
anteriormente. Em condi¢cdes normais da fase cromatogréfica, a reducdo no tempo de
retencdo € geralmente atingida pelo aumento de modificadores polares, tais como metanol,
etanol, isopropanol, diclorometano, acetato de etila, dioxano, entre outros. Entretanto, nao é
possivel prever como essas mudancgas afetam a resolucdo e a seletividade. A possibilidade
de controlar o tempo de retengdo tem se tornado extremamente importante com a
introducdo da tecnologia de leito mével simulado, a qual € mais eficiente em termos de
rendimento quando ciclos pequenos de tempos sdo aplicados. Em muitos casos a mudanga
na sua composi¢cdo pode causar inversio da ordem de eluicio. Um outro aspecto

relacionado a fase mdvel € a solubilidade da mistura racémica, porém para seletores quirais
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quimicamente ligados a carregadores insoluveis (silica gel), ndo hd uma limitacdo muito

grande e a seletividade € o fator que governa essa escolha (FRANCOTTE, 2001).

Andersson, Balmér e Persson (1999) estudaram a influécia da composicao da fase
moével na retengdo, enantiosseletividade e resolucdo dos enantidmeros do &4cido rac-
metoxitropico usando Kromasil-CHI-TBB como fase estaciondria quiral. Os resultados
mostraram que a adi¢do de alguns modificadores influenciava nesses parametros. A fase
movel era composta de hexano, ao acrecentar um modificador o tempo de retencdo era
diminuido. O menor tempo conseguido foi utilizando-se 2- propanol, seguido de acetato de
etila, éter metil terc butilico (MTBE) e diclorometano. A adi¢do de acetato de etila resultou

numa alta enantiosseletividade e eficiéncia (maiores valores de nimero de pratos).

Weng et al. (2004) estudaram a separagdo enantiomérica de aminodcidos
derivatizados usando uma FEQ contendo rede de polimero imobilizado, derivado do 4cido
L-tartdrico (Kromasil CHI-DMB). Eles verificaram que o fator de retencdo e separacao
eram altos quando um dlcool mais ramificado era usado como modificador polar, devido a
duas razdes: a interacio da FEQ com o dlcool linear é mais forte que com o &lcool
ramificado; o dlcool linear € apto a submeter-se a associagdes OH-OH para formar
tetrAmeros ciclicos, os quais ocupam as cavidades quirais. Para esse tipo de FEQ, interacoes
de ligacdes de hidrogénio sdo os fatores mais importantes de separagdao. Quando um &lcool
linear € usado a interacdo de ligacdes de hidrogénio competitiva é forte entdo os fatores de
retengdo e separacdo sdo todos baixos. Além disso, quando a concentra¢do diminui, a
interacdo de ligagdes de hidrogénio competitiva diminui também, entdo o e k aumentam.
Outro fendmeno observado € que os valores de o aumentam em geral quando o nimero de

carbonos no alcool linear aumenta.

Lowendahl e Allenmark (1997) estudaram a separacdo enantiomérica de varios
compostos ciclicos de sulféximidas e seus precursores sulféxidos em FEQ N,N’“-Dialil-L-
tartardiamida, Kromasil CHI-DMB e Kromasil CHI-TBB. A fase moével em estudo era
composta por hexano, contendo 2-propanol (2-15%) e MTBE (20-60%) como
modificadores. A substitui¢do de 2-propanol por MTBE produziu aumento na seletividade
para ambas as FEQ. Comparando as duas fases modveis, constituidas por quantidades

comparaveis de respectivo modificador em hexano com respeito a forca da mistura de
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solvente bindria, pode se perceber que o 2-propanol € mais forte na quebra de interacdes de
ligacdes de hidrogénio entre o analito e a FEQ. Em ambas as FEQ alta retengdo e baixa
eficiéncia da coluna foram observadas quando MTBE foi usado como modificador ao invés

do 2-propanol.

A separacdo de compostos quirais por cromatografia liquida de alta eficiéncia é
feita por meios de métodos direto e indireto, envolvendo a formagdo de derivados
diastereoisoméricos. O procedimento indireto baseia-se na formacdo prévia de
diastereoisOmeros com reagentes quirais opticamente puros, 0Os quais, por apresentarem
propriedades fisico-quimicas diferentes, podem ser separados empregando-se fases

estaciondrias nao quirais (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006).

A metodologia que se tem tornada mais atrativa para separacdo de enantidmeros €
a direta, ela € possivel desde que haja reconhecimento quiral entre a mistura racémica e o
seletor quiral. Este seletor deve se associar preferencialmente a um dos enantidmeros. O
mecanismo de separacdo estd fundamentado na diferenca de energia entre os complexos
diastereoisoméricos transitérios formados entre o seletor quiral e os enantiomeros, sendo
um dos critérios mais importantes para a separacdo. As diferencas de estabilidade destes
complexos transitérios levam a diferentes tempos de retenc@o dos enantidmeros na coluna,
quanto maior a diferengca maior € a separacdo. O enantidmero que forma o complexo menos
estavel elui primeiro. A diferenca de energia livre de formacdo dos adsorbatos
diastereoisoméricos formados deve ter um valor satisfatério para que ocorra separagcdo. A
retengdo e a eficiéncia observada de uma FEQ sdo a soma de todas as interagdes entre os
solutos e a FEQ (CASS; DEGANI, 2001; ANDERSSON; ALLENMARK, 2002; JARDIM;
COLLINS; GUIMARAES, 2006; AHUJA, 1990).

Nao ha duvidas que a cromatografia pode ser uma técnica importante para a
obtencdo de compostos opticamente puros. Em escala laboratorial esse método € rapido,
facil, geralmente aplicavel e fornece ambos enantidmeros. Em escala piloto e de processo
essa abordagem permite assegurar um continuo suprimento das substincias puras em
quantidades requeridas para o desenvolvimento de investigacdes biologicas. Até mesmo em

escala de producdo, especialmente com a introdugdo da tecnologia de leito mével simulado,
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a cromatografia pode ser considerada uma das possiveis abordagens para se obter

enantidmeros puros (FRANCOTTE, 2001).

3.3. Método dos Momentos

A andlise dos momentos € uma ferramenta ttil para determinacdo de coeficientes
de difusdo axial e difusividades efetiva nos poros através de experimentos de pulsos. Esta
técnica consiste na andlise da concentracdo do soluto como uma fun¢do do tempo na saida
do leito fixo em resposta a um pulso de concentracdo do soluto na entrada do leito. Para
solucdes diluidas, a curva de equilibrio s6lido-liquido pode ser representada por uma linha
reta (Lei de Henry). A inclina¢do da curva pode ser determinada pelo primeiro momento
através de um pulso do soluto, o qual € associado com o seu tempo de retenc¢do. Parametros
de transferéncia de massa podem ser obtidos através do segundo momento (CREMASCO

et al.,2001).

O balango diferencial de massa para um componente i em uma fatia da coluna é

dado por:

—+F2+u —L=D,—1~ (3.7)

onde c; e q sd@o as concentracdes do componente i na fase moével e estaciondria,
respectivamente, F € a razdo de fase e € igual a (1-¢)/e, onde € é a porosidade da coluna, u,
a velocidade intersticial da fase mével , Dy, o coeficiente de dispersao axial, o qual € a soma
dos coeficientes de difusdo molecular e turbilhonar, e z e t as coordenadas espaciais e de

tempo. Na derivacdo da equacdo foi assumido que: enchimento é homogéneo, a

compressibilidade da fase moével é desprezada, e assim a velocidade da fase mével e o
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coeficiente de dispersdo axial sdo constantes ao longo da coluna, o leito € isotérmico e ha
homogeneidade radial da coluna (WANG; CHING, 2002; DUAN; CHING; SWARUP,
1998; MIYABE; GUIOCHON, 1999).

No modelo de forga linear do filme sélido, a resisténcia a transferéncia de massa
(coeficiente de transferéncia de massa ky;) estd localizada no filme sélido no qual a
concentracdo da fase estaciondria varia de uma concentragdo de equilibrio g;* para uma
concentracdo média na superficie de contato com a fase estaciondria q. Quando a taxa de
transferéncia de massa € proporcional a diferenga de concentragdo, ela pode ser escrita
como (WANG; CHING, 2002; DUAN; CHING; SWARUP, 1998; MICHEL; EPPING;
JUPKE, 2005):

- =k, (qi* -q) 3.8)
ot

Na regido diluida, isoterma linear € usada (cinética de adsorc¢do/dessor¢do

infinitamente répida):

g =K.c, (3.9)
ou
¢ =le, +(-€,)H ]c, (3.10)
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onde K; € a constante de equilibrio, H; a constante da Lei de Henry para um composto i e &p

a porosidade da particula.

Os trés diferentes tipos de porosidades, que sdo a porosidade total (er) a

porosidade do leito (¢) e a da particula (ep) sdo relacionadas por (LAI; LIN, 1999):
g =e+(-¢)e, (3.11)

A hidrodindmica de uma coluna cromatogrifica pode ser descrita através da
andlise da distribuicdo residéncia-tempo do eluente. As propriedades que incluem
parametros de equilibrio e transferéncia de massa podem ser obtidas de védrios métodos:
solucdo no dominio do tempo, solu¢io do dominio de Laplace, solucdo no dominio de

Fourier e método dos momentos (DUAN; CHING; SWARUP, 1998).

A andlise do método dos momentos € geralmente usada para determinar a
hidrodinamica da coluna, como ja tido anteriormente. O nth momento de um perfil de um
pico na saida da coluna cromatogriafica de z = L é definido como (DUAN; CHING;
SWARUP, 1998; GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994):

M, =[ct,z=L)t" dt (3.12)
0

O n momento absoluto ou normalizado é:
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oo

Y IC(Z,L) t" dt
u, = M" =L (3.13)
0 I c(t,L) dt

0

e o nth momento central é:

oo

jc(t, L)(t—p)" dt
e — (3.14)
j c(t,L) dt

0

As expressOes de altura de pratos sdo estritamente aplicdveis somente quando
fortes interagdes biolégicas ndo estdo presentes, como no estudo da contribuicio de
transferéncia de massa para alargamento dos picos, ou quando as interagdes sao muito
fracas e podem ser descritas adequadamente por isotermas de equilibrio linear (ARNOLD;

BLANCH; WILKE, 1985b).

Expressdes para alturas de pratos podem ser obtidas pela solu¢do de equacdes
parciais diferenciais que governam o movimento das espécies adsorventes através da
coluna. O conjunto de equacdes que descrevem a conservacdo de massa em um leito
recheado, o equilibrio entre soluto e sorvente, e os efeitos de ndo equilibrio de dispersao
axial, difusdo na direcdo axial e transferéncia de massa dentro das particulas sdo resolvidas
no dominio de Laplace da resposta da coluna devido a um pulso. E possivel derivar essa
solucdo da expressdo transformada para momentos estatisticos da saida de picos. O
primeiro momento absoluto, p;, é relacionado a reteng@o do pico e assim a forca de ligacao
(constantes de equilibrio). O segundo momento central , 1, € relacionado ao espalhamento
de pico causado por distanciamento do equilibrio. Quando o pico € gaussiano, L, € igual a

o’ (variancia) (ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985b).
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Assume-se, como um modelo cinético, o modelo linear de filme sélido e que as

cinéticas de adsor¢ao/dessorcao sdo infinitamente rdpidas (equacdo 3.9).

z

Devido a sua grande significancia fisica, o primeiro momento € normalmemte
definido como momento normalizado e momentos maiores que o primeiro sdo definidos
como centrais, os quais sdo medidos relativamente pelo primeiro (WANG; CHING, 2002;

ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985b).

oo

J.c(t, L)t dt
= (3.15)
jc(z,L) dt

0

oo

B [ett. Lyt - p)* at
W,=0"=2 (3.16)

oo

I c(t,L) dt

0

Por definicdo, o momento zero de um perfil de concentragdo de um pico eluente é
simplesmente a drea do pico. O primeiro momento € o centro da gravidade do perfil de
concentracdo. Em cromatografia, estd relacionado com o tempo de reteng@o do pico e assim
com a forca de adsorcdo. Ele ird coincidir com o méiximo pico somente quando este é
simétrico. O segundo momento € a variagdo do pico, a qual estd, cromatograficamente,
relacionada ao espalhamento do pico, causada pela ndo linearidade das isotermas de

adsorcdo e resisténcias a transferéncia de massa (WANG; CHING, 2002).

Para modelo de forca linear de filme sé6lido, a expressao para o primeiro e segundo

momento corresponde € (WANG; CHING, 2002; DUAN; CHING; SWARUP, 1998):
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L = i{l + (1_—‘9}(} (3.17)
u, £

2
i :%{D_g[n(l—_fﬂ +(1—_8j£} 619
uy |u, £ £ )k,

A expressdo para H como mencionado anteriormente foi derivada da andlise dos
momentos da solucdo do modelo geral de taxa no dominio de Laplace (WANG; CHING,
2002).

2 -2
H=£=“2L=2DL+2MO( £ j e 2 (3.19)
N oy U, l1-¢)k K\ (1-¢)K

que também pode ser escrita em termos da velocidade superficial da fase mével (u)

(DUAN; CHING; SWARUP, 1998; BOCKER et al., 2002):

-2
=P u(l_“’jﬁ{n(l_—g}(} (3.20)

u &

onde:
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K.=¢,+(-¢€,)H, (3.21)
Iﬂz(@i—q &r (3.22)
ty 1-¢,

Essa equacdo contém dois parametros de interesse, o coeficiente de dispersdo axial
e o coeficiente global de transferéncia de massa. E evidente que as contribui¢des da
dispersdo axial e vdrias resisténcias de massa sdo aditivos lineares (WANG; CHING,

2002).

Quando um fuido passa por um leito recheado, hd uma tendéncia para o
aparecimento de misturas axiais, a qual reduz a eficiéncia de separagdo. O principio do
alargamento dos picos de origem cinético inclui difusdo molecular, difusdo turbilhonar e
resisténcia a transferéncia de massa e taxa finita de cinéticas de adsorc¢do/dessorcao. Entao,
¢ importante o estudo da difusdo no meio poroso. Ruthven (1984) aponta que as taxas de
adsorcdo e dessor¢cdo em adsorventes porosos sdo geralmente controladas por taxa de
difusdo dentro da rede porosa, mais do que pelas cinéticas de adsor¢do/dessorcdo. Isso é
especialmente verdade em cromatografia, na qual os adsorventes sdo preparados
cuidadosamente, entdo eles exibem uma energia moderadamente forte de absorcao fisica e
nenhuma absor¢do quimica. Em um leito recheado, é impossivel para a fase mével mover a
uma grande distancia através de uma linha reta sem atingir a superficie da particula. Os
canais seguem caminhos tortuosos em volta das particulas. Todos os fendmenos que
contribuem para mistura axial, exceto os de resisténcia a transferéncia de massa, sdo
agrupados no coeficiente de dispersdo axial. Os dois principais mecanismos que contribuem
para dispersdo axial sdo difusdo molecular e difusdo turbilhonar. Numa primeira
aproximacgao, suas contribui¢des sdo aditivas, e o coeficiente de dispersao axial Dy é dado
por (WANG; CHING, 2002; DUAN; CHING; SWARUP, 1998; RUTHVEN, 1984;
GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994):
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D, =yD,+y,d,u (3.23)

onde d, € o didmetro da particula, D,, € a difusividade molecular, e y; e ¥, sdo constantes
geométricas, que possuem valores proximos a 0,7 e 0,5, respectivamente. Para
enantiosseparacdoes de substdncias quirais que possuem propriedades fisicas idénticas

(incluindo coeficiente de difusdo Dy,), seus Dy, sdo valores bem préximos.

Como ja mencionado, as cinéticas de adsorcdo/dessor¢do sdo infinitamente
rapidas, a isoterma € linear quando as equagdes (3.17) e (3.18) sdo usadas para avaliar o
primeiro e segundo momentos. Assim, todos experimentos de pulsos precisam ser
realizados sob condi¢des lineares, entdo isotermas de equilibrio lineares podem ser

assumidas sob essas condi¢des (DUAN; CHING; SWARUP, 1998).

Para um sistema liquido, as difusividades moleculares dos liquidos sdo muito
pequenas para contribuir significativamente para dispersao axial. No modelo linear de filme
s6lido, o coeficiente global de transferéncia de massa inclui contribui¢des da resisténcia de
transferéncia de massa devido a difusdo através das fronteiras da camada entre a fase mével
que flui em volta do material que recheia a coluna e a fase movel estagnada dentro dessas
particulas. A dispersdo axial pode ser escrita como (WANG; CHING, 2002; DUAN;
CHING; SWARUP, 1998; RUTHVEN, 1984):

D, =7,d,u (3.24)

H é uma func@o da coluna e da geometria de enchimento, condi¢do de operagdo,
propriedades do soluto e intera¢des do soluto com a fase mével e a fase estaciondria. Para
uma dada separacao na qual o sistema (o enchimento e o soluto) é definido, H € uma funcao

da velocidade da fase mével (u). Uma das funcdes mais usadas € a equacdo de van Deemter
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(ARNOLD; BLANCH; WILKE, 1985b; GUIOCHON; SHIRAZI; KATTIL 1994;
BONATO, 2006):

H=a+Zicu (3.25)

O primeiro e segundo termos incluem os efeitos de difusdo molecular na direcdo
axial e difusdo turbilhonar, enquanto que o terceiro termo considera as contribui¢des da

transferéncia de massa do filme que flui e cinéticas lentas de adsorcao.

Nesse caso os valores de A, B e C sio:

A=2y,d, (3.26)
B=2yD, (3.27)
1-e\ K 1— -
C=2 (—gj—[l + (—‘QJK} (3.28)
e )k, £

Os trés termos, presentes na Figura 3.4, descrevem diferentes efeitos que precisam
ser levados em conta ao selecionar a fase estaciondria na cromatografia preparativa. O
termo A, o qual é praticamente constante por toda variagdo de velocidade, € principalmente
governado pela difusdo turbilhonar. Ele refere-se ao alargamento dos picos devido a

diferentes caminhos seguidos pelas moléculas da amostra. Isso resulta das imperfei¢des de
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enchimento bem como adsorventes com distribui¢do de tamanho de particulas muito
variados. A altura absoluta do termo A € proporcional ao didmetro médio da particula. A
altura do prato pode entdo ser diminuida pelo uso de particulas menores (SCHULTE;

EPPING, 2005; BONATO, 2006).

O aumento linear da altura do prato a altas velocidades é sumarizado no termo C
(C u). Este € causado pelo aumento da influéncia da resisténcia a transferéncia de massa a
altas velocidades. A resisténcia a transferéncia de massa, especialmente dentro dos poros, é
quase independente da velocidade do fluido. Entretanto, se a velocidade do fluido aumenta,
a relacdo entre transporte convectivo axial na fase mével na coluna e a transferéncia de
massa dentro e na fase estaciondria domina. A inclina¢do do termo C depende da natureza
do material de enchimento. Quanto mais otimizado o sorvente em termos da acessibilidade
dos poros e comprimento dos caminhos de difusdo menor a inclinacio de C e maior a

eficiéncia da coluna a velocidade da fase movel elevadas (SCHULTE; EPPING, 2005).

O termo hiperbdlico B (B/u) expressa a influéncia da difusdo axial das moléculas
de soluto na fase mével. Isto pode ser observado em sistemas preparativos com sorventes
com diadmetros grandes operados a baixas taxas de vazdes. Em muitos casos de
cromatografia preparativa ele pode ser omitido, quando a velocidade da fase movel é
particularmente alta. Quando a difusdo longitudinal depende do coeficiente de difusdo do
soluto, o termo pode ser influenciado pela mudanc¢a da composi¢do da fase mével. Para se
atingir altos coeficientes de difusdo solventes com baixas viscosidades sdo escolhidos, o
qual resultam em pequenas quedas de pressdo e entdo sdo favordveis (SCHULTE; EPPING,

2005).
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H=4+8/4+Cu

cu

)\B .

Figura 3.4. Relacdo entre H e velocidade da fase movel (u).

Para tragadores ndo adsorventes (K=0), se os poros ndo sio maiores que O
tracador, a entrada do tragador dentro da particula € impedida. A inclinacdo do grafico do
primeiro momento em fun¢do de L/u serd a porosidade do leito. Quando uma espécie que
adsorve entra na coluna a inclinagdo do grafico do primeiro momento aumenta, essa
diferenca € atribuida ao tempo adicional que o soluto gasta na fase estaciondria (ARNOLD;

BLANCH; WILKE, 1985a).

Um sistema cromatografico bem projetado minimiza os efeitos de mistura das
tubulacgdes, valvulas e conexdes, estes causam alargamento dos picos. A vazdo precisa ser
igualmente distuibuida em todo o leito da entrada até a saida. Pequenas bolhas, obstru¢des
causadas por material particulado ou proje¢des ruins podem prejudicar a separagdao

aumentando o valor de H (ARNOLD; BLANCH; WILKE 1985a).
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3.4. Analise Termodinamica

A temperatura € um dos parametros basicos que influéncia a retencio, seletividade
e resolucdo de uma separacdo cromatogrifica, por isso a temperatura da coluna é
geralmente otimizada. Baixas temperaturas em cromatografia liquida com FEQ podem ser
essenciais se 1sso permitir a separacdo dos enantiomeros. As dependéncias dos logaritmos
naturais dos fatores de retencdo e seletividade com o inverso da temperatura sdo
rotinamente usadas para determinar dados termodinamicos que caracterizam a separacio de
enantidmeros e permitem os estudos de alguns aspectos de processo de reconhecimento
quiral. As diferentes interagdes dos enantiomeros e a FEQ podem contribuir para a
discriminac¢do quiral, o tamanho e a configuracdo geométrica dos solutos podem ser
significantes também. Separacdes de enantiosseletividade s3o geralmente mais
influénciadas pela temperatura do que separagdes nio quirais (DUNGELOVA ez al., 2004;
WENG et al., 2004).

Geralmente um aumento na temperatura de trabalho da coluna produz ao mesmo
tempo uma diminui¢do nos tempos de retencdo dos solutos associado com um aumento na
eficiéncia dos picos (aumento do nimero de pratos). A viscosidade da fase movel também
diminue, assim € possivel trabalhar a altas vazds, além disso, a diminui¢do no tempo de
retencao do soluto pode ser observada quando se tem alta forca de elui¢c@o, entdo € possivel
trabalhar com menores volumes de modificadores organicos na fase movel (BERTHOD;

HE; BEESLEY, 2004).

E geralmente aceitdvel que a enantiosseparacao cromatografica direta é baseada na
formacdo de diastereoméricos associados reversiveis que sdo criados por interacdes
moleculares dos enantidmeros com o seletor quiral. Este processo pode ser caracterizado

por dados termodinamicos usando a equacao de Gibbs-Helmholtz:

AG'=AH"-T AS (3.29)

1
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onde AGiO, AHiO e ASiO representam as diferengas na energia livre, na entalpia e na entropia
de um enantidmero na fase estaciondria e na fase movel, respectivamente, R € a constante
universal dos gases e T a temperatura em Kelvin (DUNGELOVA et al., 2004,
ROJKOVICOVA et al., 2004).

Considerando a troca do soluto entre a fase moével e a estaciondria, AG®, a
mudanca da energia livre de Gibbs na transferéncia de fase do soluto também pode ser

expressa por:
0 k,
AG,” =-RT ln(gj (3.30)

onde k; é o fator de reten¢do do soluto e @ é a razdo de fase da coluna (volume da fase
liquida por volume do seletor quiral contendo a fase estaciondria) (BERTHOD; HE;

BESSLEY, 2004).

Expressando a energia de Gibbs usando mudanga de entalpia, AH® e entropia, AS®,
a relagc@o entre os parametros cromatograficos e os termodinamicos é apresentada a seguir
WENG et al, 2005; WENG et al, 2004; BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004;
DUNGELOVA et al., 2004; ROJKOVICOVA et al., 2004).

AH' AS” AH ' .
Ink, =——+="1 4In®d =—-""1 1 AS, (3.31)
RT R RT

O gréfico de Ink em fun¢do de 1/T € linear com a inclinagdao de - AHiO/R e
interseccdo de ASiO/R+ln D, se AHiO ¢ invariante com a temperatura. Isso simplifica a

. ~ 0 0 . s
determinacdo dos valores de AH;" e AS;” dos solutos em um sistema cromatogréfico.
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Gréficos ndo lineares sdo, entretanto, geralmente observados quando a superficie da fase
estaciondria € heterogénia e a retencdo do soluto € influéncida por mecanismos de reten¢ao
misturados, ou se hd mudancas adaptdveis na fase estaciondria com a temperatura. O
cdlculo de AS;’ na interseccdo com o eixo y, entretanto, requer que a razdo de fase da
coluna seja conhecida (DUNGELOVA et al., 2004; ROJKOVICOVA et al., 2004;
HAROUN et al., 2004).

No caso de separagdes quirais, 0 o € um parametro importante para a medida da
diferenca relativa de retencd@o entre dois enantidmeros. A transferéncia global de fases dos
enantidmeros é composta por partes aquiral e quiral. O dltimo, AAG®, € responsével pela

reteng¢do mais elevada do segundo enantidmero produzido pela FEQ.

—AAG’ =RT Ina = RT lnk—R 3.32)
S
0 0
na=— AIA: + Aéj (3.33)

AAG®, AAH® e AAS° representam as diferengas de AG®, AH® e AS° para um dado par de
enatiomeros respectivamente. Em HPLC, a enantiosseparacdo € mais influenciada pelo
termo entdlpico em muitos casos, isso porque o experimento € geralmente realizado a
temperaturas relativamente baixas. A interacdo dos enantidmeros com o sistema
cromatogréfico conduz a valores negativos de AAHRs" e AASks’. Como esses parametros
termodinamicos sdo facilmente acessiveis, eles sdo frequentemente usados para fornecer
informacdo do sistema de separacdo. Se a dependéncia de Ina em funcdo de 1/T € linear
com inclinagdo AAHR,SO/R e com interseccao AASR,SO/R, entdo pode-se assumir que: AH; e

AS; s@o independentes da temperatura; os enantidmeros interagem com o seletor quiral por

mecanismos associativos simples; equilibrio de solvata¢do-dessolvatacdo ndo obscura o
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processo de associacdo dos enantiomeros com a FEQ (WENG et al., 2005; WENG et al.,
2004; BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004; DUNGELOVA et al., 2004; ROJKOVICOVA et
al., 2004).

Ao considerar um par de enantidmeros, a interagdo soluto-solvente na fase mével é
exatamente a mesma para ambos enantidmeros, assim, as propriedades termodindmicas
diferenciais do par reflete somente a diferenca de interacdes na FEQ entre os dois

enantidomeros (KANG; KO; CHEONG, 2004).

A equacdo 3.33 mostra que o pode ser afetado por mudangas na temperatura
especialmente em situagdes em que a entropia domina o processo. A enantioresolucio €
geralmente melhor a temperaturas mais baixas, mesmo os tempos de retencdo sendo

maiores e a eficiéncia do pico menor (BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004).

Um grafico linear de van’t Hoff sugere que a conformacio da fase estacionaria é
rigida e o mecanismo de reconhecimento quiral permance sem mudancas na faixa de
temperatura experimental, assim mudangas estruturais induzidas pela temperatura
produzem um gréfico nao linear (WENG et al., 2005; BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004;
MORIN et al., 1998).

Para valores de AAH® e AAS® negativos isso significa que a enantiosseparagio €
geralmente controlada entalpicamente. O enantidomero mais retido tem interacdes mais
fortes com a fase estaciondria do que o primeiro. O valor negativo da entropia é causado
principalmente pela perda de graus de liberdade do enantidmero mais retido, o que ¢é
desfavoravel para o reconhecimento quiral. Com respeito aos valores de AAH®, diferentes
tipos de interacdo responsdveis pela discrimina¢do quiral podem ser estabelecidas, os
valores de AH® refletem as interagdes de um enantidomero com a FEQ. Quando maior o
tamanho da molécula do soluto e menor o nimero de interacdes, mais fracas sdo as
interacdes. Interagdes simultdneas envolvendo mais de dois grupos funcionais sao
provavelmente favordveis para interacdes moleculares e reconhecimento quiral. A
composicdo da fase movel tem um efeito critico nos mecanismos de interacdes do soluto

com a fase estaciondria, o que € evidenciado pelos parametros termodindmicos. O valor de
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a depende do valor de AAG®, ele ird aumentar com a temperatura somente se a contribui¢ao

da entalpia € positiva (AAH®) (WENG et al., 2005; BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004).

A baixas temperaturas, a separacdo é controlada pelo termo entdlpico, AAH% s é
expressa pela diminuicdo na seletividade com o aumento da temperatura, ou seja,
enantiosseletividade, expressa por AAGgrgs € principalmente influenciado por AAHgrs a
baixas temperaturas. Com o aumento da temperatura, o termo entdlpico serd mais e mais
compensado por TAASgs. A uma certa temperatura (temperatura isoenantiosseletiva, Tig,)
AAGrs = 0 e os enantidmeros ndo sdo separados (a=1). Acima da Tijs, a ordem de elui¢do
dos enantidmeros pode ser mudada e a enantiosseletividade ¢ dominantemente influenciada
pelo termo entrdpico. Esta temperatura, conhecida como temperatura enantiosseletiva, pode

ser calculada por:

T, =—— 3.39)

Por defini¢do, os picos se sobrepdem completamente nessa temperatura € a ordem de
eluicdo dos enantidmeros ¢ mudada nas temperaturas menores € maiores que Tis. Quando
AAHRs" > AASgs” a separacdo é dirigida entalpicamente (ROJKOVICOVA et al., 2004;
DUNGELOVA et al., 2004; SCHLAUCH; FRAHM, 2001;WENG et al., 2004).

N 7z

O estudo referente a compensacido entalpia-entropia ¢ comumente usado em
cromatografia para a investigacdo de mecanismos de retencdo do ponto de vista
termodinamico. Esse estudo é demonstrado por uma correlagdo linear entre AH® € AS°®. A
inclinacdo da reta é chamada de temperatura de compensacio (BERTHOD; HE;

BEESLEY, 2004).

AH =Tc AS.” + AG, " (3.35)
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0 - . ~ . . . ~ .
onde AGr. € a energia molar padrdo de Gibbs a qual caracteriza as interacdes globais dos
enantidmeros em um sistema cromatogriafico na temperatura de compensagdo, Tc

(DUNGELOVA et al., 2004).

Nesta temperatura, todos os componentes tem a mesma mudanca na energia livre,
AGr,, e todos os componentes terdo a mesma rede de retencdo. Assim, a compensao
entalpia-entropia pode ser usada para agrupar componentes com interagdes globais iguais
na temperatura de compensagdo, apesar das suas dependéncias com as temperaturas serem
diferentes. As mudangas na entalpia sio compensadas pelas de entropia (DUNGELOVA et
al., 2004; BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004; ROJKOVICOVA et al., 2004).

0 0
AH, (1 lj—ﬂﬂncp (3.36)

" R \T Tc) TcR

A equacdo 3.36 mostra que o grifico de Ink; em fungdo de AH;’ pode ser usado
para determinar a temperatura de compensacdo. A similaridade da temperatura de
compensacdo para uma familia de solutos sugere que eles sdo retidos por interacdes

essencialmente equivalentes (DUNGELOVA et al., 2004).

A influéncia da temperatura na ordem de elui¢do tem sido documentada. Uma
mudanca na ordem de eluicdo foi prevista por Koppenhofer e Bayer baseada nas
consideragdes termodindmicas e mais tarde observado experimentalmente por Schurig e
Watabe em cromatografia gasosa e por Pirkle em cromatografia liquida de alta eficiéncia. E
geralmente aceitdvel que a inversdo da ordem de elui¢do requer pelo menos dois grupos
ligantes da fase estaciondria com propriedades diferentes. As FEQ descritas na literatura
abrangem estruturas complexas, tais como derivados de celulose ou baseadas em proteinas.
Entretanto, Pirkle e Murray mostraram que esse fendmeno também ocorre com FEQ com
estruturas menos complexas (KUSTERS; SPONDLIN, 1996; SCHLAUCH; FRAHM,
2001).
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Weng et al. (2005) concluiram em um estudo termodindmico usando quatro
aminodcidos derivativos e dois compostos binaftil separados em coluna do tipo Kromasil
CHI-DMB, que a transi¢do dos valores de AH° e AAH® na condigdo de polaridade baixa do
eluente € resultado de mudangas da conformacdo da FEQ. Quando a quantidade do élcool

diminue, a conformag¢do da FEQ muda levando a mudangas nas interagdes.

Weng et al. (2004) estudaram a separagdo enantiomérica de aminodcidos
derivatizados usando uma FEQ contendo rede de polimero imobilizado derivado do &4cido
L-tartarico (Kromasil CHI-DMB). Eles verificaram que para alguns componentes os
valores absolutos de AAH eram maiores que para outros compostos, 0 que mostra que
interacdes asssociadas com a enantiosseletividade entre os primeiros e a FEQ sdo altas. Os
valores absolutos de AAS de alguns componentes também foram maiores que para outros,
indicando que a perda de graus de liberdade do enantidbmero mais retido foi mais

proeminente.

Kang, Ko e Cheong (2004) estudaram parametros termodindmicos na separagao de
ketofren, fenoprofen e ibuprofen utilizando coluna Chirex 3001 com variagdo da
composicdo da fase mével (metanol e dgua). O valor da transferéncia de entalpia do soluto
da fase mdvel para a fase estaciondria se tornou menos negativo quando a quantidade de
metanol na fase mével aumentou. Observaram também que AS'; se tornava menos negativa
quando o conteido de solvente organico aumentava. A entropia do soluto na fase
estaciondria é mais negativa do que na fase mével (AS% é negativo) e é independente da
composi¢cdo da fase moével. Assim, AS’ ¢ afetado tanto pela entropia do soluto na fase
moével como mudangas de entropia na fase mével. Todos os solutos eram mais soldveis no
metanol. Assim, a entropia do soluto em um solvente com alta quantidade de metanol sera
maior, o que produz valores de AS’; mais negativos quando hd um aumento da quantidade
de metanol. As mudancas de AS% com respeito a composicdo da fase mével pode ser

baseada na mudancas de entropia relacionadas a fase mével.

A retengcdo e a resolu¢do dos enantidmeros aumenta com o decréscimo da
quantidade de modificadores e os enantidmeros podem ndo eluir da coluna se a polaridade
da fase movel € muito baixa, os modificadores competem com os solutos por interagdes

com a FEQ. As polaridades e viscosidades dos dlcoois podem ndo ser os unicos fatores que
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influenciam a separacdo quiral e a estrutura dos dlcoois também pode ter algum efeito na
esteriosseletividade. A retencdo dimimui quando a temperatura aumenta, e a resolucio se
torna menor em altas temperaturas. Baixas temperaturas sdo desejdveis porque geralmente
diferentes interacdes entre os enantiomeros e a FEQ ocorrem em temperaturas menores

(WANG et al., 2004).

Durante a enantiosseparagdo de racematos em FEQ, uma diminuicdo da
enantiosseletividade em altas temperaturas € geralmente observada visto que muitas
separagdes sdo entalpicamente controladas. Davankov foi o primeiro a relatar uma melhora
na enantiosseletividade ao elevar-se a temperatura da coluna ao separar N-benzilprolina
recémico em uma coluna de troca de L-prolina incorporado a uma resina. Foi determinado
que a contribuicdo da entropia domina a contribui¢do da entalpia para todas as faixas de
temperaturas estudadas. Apesar da enantiosseparacdo em FEQ ser um processo de rotina,
somente poucos estudos tém demonstrado aumento na enantiosseletividade a altas
temperaturas. Tal comportamento foi relatado por Isaksson na separagdo de propranolol em
celulose imobilizada, por Cabrera na enantiosseparacdo de Prominal em ChiraDex, e por
Kusters e Spondlin na separacdo de 4-hidroxifenilmetil-sulféxido em Chiracel-OB

(KUSTERS; SPONDLIN, 1996).

Kusters e Spondlin (1996) estudaram a infuéncia da temperatura na
enantiossepara¢do do rolipram e racematos estruturalmente relacionados em Chiracel-OD e
verificaram que para alguns racematos a seletividade diminuia com o aumento da
temperatura, para outros ela aumentava como o aumento da temperatura e para alguns
nenhum influéncia da temperatura era observada. Mudanca na temperatura influenciava

diferentemente a interacdo do enantidmero com a FEQ.

Como j4 tido anteriormente o reconhecimento quiral pode ser atingido por
diferentes tipos de ligacdes entre os enantiomeros e as FEQ , tais como ligacdes de
hidrogénio, interacdes do tipo m-m e interacdes dipolo-dipolo. A estrutura quimica do
mitotano apresenta dtomos de cloro como um dtomo eletronegativo ao longo de dois anéis
aromadticos. Assim, a separac¢do pode ocorrer devido a diferentes ligacdes de hidrogénio e

interacdo diplo-dipolo entre os dtomos de cloro e a fase estaciondria. Intera¢des do tipo m-n
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entre os substituintes do fenil e os anéis aromdticos dos analitos exercem uma importante

fun¢do nos mecanismo de reconhecimento quiral (ALI; ABOUL-ENEIN 2002).

3.5. Isotermas

Aumento de escala em HPLC preparativa tem se tornado o método preferido para
separacdo e purificacdo de enantidmeros. Esse método € caro, entretanto, os fatores de
separacdo sao usualmente pequenos ou moderados. Assim, a otimiza¢do por computador
das condi¢des experimentais sobre como operar o processo de separacdo pode reduzir
significativamente o dinheiro e tempo. Isso requer a determinacdo de propriedades fisico-
quimicas do sistema de fase selecionado. Os dados de isoterma de adsor¢do sao usados para

calcular a separacao sob condic¢des de sobrecarga (CAVAZZINI et al., 2002).

Uma simulacdo adequada de um processo de separacdo cromatografica requer
principalmente informag¢do de como os componentes de uma mistura a serem separados sao
distribuidos, sob condi¢des de equilibrio, entre a fase mével e a estaciondria. Dependendo
da combinacdo especifica das duas fases, vdrios mecanismos sdo explorados para resolver
um problema concreto de separagdo. Muito freqiientemente, o enriquecimento especifico de
componentes que estdo dissolvidos na superficie da fase solida estaciondria é o mecanismo
principal, ou seja, mecanismo de adsor¢do e andlise do equilibrio de adsor¢do. O equilibrio
do processo de adsorcdo € geralmente apresentado usando dependéncias da quantidade de
adsorvato na composicdo da fase fluida para uma temperatura constante. Em geral
isotermas de adsorcdo podem ser determinadas somente experimentalmente. Nas ultimas
décadas, nenhum progresso significativo foi alcancado com respeito a medida da
quantidade de adsorvato para substituir as consideragdes convencionais de balango para ter
acesso a essas quantidades (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; LISEC; HUGO; SEIDEL-
MORGENSTERN, 2001).

Conhecimento do comportamento da isoterma geralmente contribui para a
explicacdo de mecanismo de retencio e pode ajudar a sugerir abordagens para a melhora da
separacdo e até mesmo da taxa de producdo. Devido ao comportamento de altas

concentracdes, a maioria dos sistemas de separacdo € ndo linear, separacOes preparativas
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sdo0 muito trabalhosas de serem projetadas. Como a natureza ndo linear da cromatografia
preparativa € governada por isotermas de equilibrio, como ja mencionado anteriormente, a
determinacdo experimental de isotermas de adsor¢dao € importante no projeto de novos
métodos em cromatografia preparativa (MIHLBACHLER et al., 2002; FELINGER;

CAVAZZINI; GUIOCHON, 2003).

Em condi¢des de sobrecarga a isoterma de adsor¢do tem uma influéncia
signifivativa na velocidade de propagacdo de uma frente de concentracdo em colunas
cromatogréficas e entdo nos tempos de retencdo e formas dos perfis de eluicdo (SEIDEL-

MORGENSTERN, 2004).

A isoterma € a propriedade termodindmica fundamental a qual precisa ser medida
para permitir predi¢do precisa de perfis de picos individuais em cromatografia ndo linear.
Como isso é comumente realizado, o uso de modelos e facilidades computacionais
disponiveis podem permitir considerdveis economias na otimizacdo de novas separagoes.
Muitos métodos tradicionais tém sido usados para determinar isotermas: os métodos
estatisticos, consomem periodos de tempo longos e requerem quantidades considerdveis de
reagentes quimicos e solventes; o método de pulso, é impraticivel para muitos
componentes orginicos, porque algumas moléculas sdo dificeis e caras para serem
sintetizadas; o método de onda simples, pode ser usado somente para determinacdo de
isotermas competitivas em casos nos quais o desvio do modelo de Langmuir € moderado.
Outra abordagem de grande interesse em determinar isotermas competitivas ¢ o método da
composicdo de velocidade, apresentado por Helfferich, o qual é baseado na teoria de
cromatografia de multicomponente. A desvantagem desse método € que ele € aplicavel

somente para isotermas do tipo Langmuir ou adsorcao estequiométrica (SUN et al., 2001).

Os modelos de isotermas de equilibrio de adsor¢@o relacionam a composi¢do de
duas fases em equilibrio, modelos lineares sdo vélidos somente sob condicdes
experimentais usadas em baixas concentracOes. Para atingir taxas de produgdes
econOmicas, entretanto, a cromatografia preparativa deve ser conduzida a concentracdes
altas, nas quais as isotermas sdo raramente lineares. Quando as solu¢des contém varios
sorvatos a uma concentracdo suficientemente alta, eles influenciam mutuamente na

adsor¢do um do outro e as isotermas obtidas sob tais condi¢des sdo chamadas de
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competitivas. Porém, quando somente um adsorvato estd presente ou as concentragdes das
solucdes sd@o muitos baixos, efeitos mutuos ndo sdo manifestados, isotermas nao
competitivas das espécies individuais caracterizam a adsor¢do (JACOBSON; JONH;

HORVATH, 1987; MIHLBACHLER et al., 2002).

Muitos estudos tém sido feitos sobre a origem cinética do aparecimento de caudas
dos picos cromatogrificos em cromatografia linear. A altos valores de coeficientes de taxa
de cinética de tansferéncia de massa, a eficiéncia da coluna € alta e controlada
essencialmente por dispersdo axial (difusdo axial e turbilhonar). Quando a taxa cinética
diminui, a eficiéncia da coluna diminui, os perfis se tornam mais curtos, mas permanecem
simétricos enquanto a taxa for pequena. Ha o aparecimento de caudas quando o inverso de
tempo morto ndo € tdo pequeno comparado a essa taxa. Entretando, quanto mais baixas
forem as cinéticas de transferéncia de massa mais simétricos serdo 0s picos, com uma
coluna de altura consideravel e baixas vazoes de fase mével. Entretanto, em cinéticas mais
rdpidas, as caudas podem aparecer se a coluna for pequena e as vazdes forem altas. A
intensidade do efeito depende também do fator de retencdo do pico (FORNSTEDT;
SAJONZ; GUIOCHON, 1998).

Muitos métodos estdticos e dindmicos t€m sido descritos para determinacdo de
isotermas de equilibrio para componentes puros e isotermas competitivas para misturas
bindrias e mais complexas. O principio essencial desses métodos consiste na medida da
concentracdo ou quantidade de componentes na fase estaciondria em equilibrio com uma
solucdo de composicdo conhecida usada como fase modvel. Nos métodos estdticos, a
quantidade adsorvida na FEQ no equilibrio € pesada diretamente ou indiretamente e a
operagdo € repetida com o aumento da concentracdo da solucdo. Se exato esses métodos,
entretanto, sdo demorados e consomem grandes quantidades de amostra. Devido a
transferéncia de massa entre as fases ser necessariamente rdpida em sistemas

cromatograficos, métodos dinamicos sao preferidos (MIHLBACHLER et al., 2002).

Os métodos dindmicos para determinagdo de isotermas sdo baseados na andlise
matemadtica das curvas de resposta correspondente as mudancas bem definidas da
concentracdo de alimentacido da coluna. Muitos métodos dindmicos estdo disponiveis para

determinar isotermas de equilibrio por cromatografia, os mais comuns sdo andlise frontal,
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eluicdo por pontos caracteristicos, andlise frontal por pontos caracteristicos e os métodos de
perturbacdo, entre outros. Para isotermas de componentes tnicos, o método dinamico foi
introduzido por Glueckauf. Eles sdo rdpidos e necessitam de menores quantidade de
amostra que os métodos estdticos, um dos métodos dinamicos mais conhecidos é o da
andlise frontal. Ele relaciona o ponto da isoterma a uma certa concentragdo da fase movel
ao tempo de eluicio da curva de ruptura do soluto a essa concentracdo (SEIDEL-
MORGENSTERN, 2004; FELINGER; CAVAZZINI; GUIOCHON, 2003;
MIHLBACHLER et al., 2002; ZHOU; KACZMARSKI; GUIOCHON., 2003).

A determinacdo de isotermas por andlise frontal € justamente o problema inverso
comparado a predi¢do de curvas de ruptura de isotermas conhecidas. A teoria de equilibrio
fornece ferramentas para predizer caracteristicas de tais curvas (concentracdo no platod
intermedidrio e tempo de retencdo nas frentes de eluicdo) somente esses dados precisam ser
determinados experimentalmente para resolver esse problema inverso. Para determinar a
isoterma sucessivas mudangas na entrada da coluna precisam ser realizadas e as curvas de
ruptura resultantes tém que ser analisadas (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; LISEC;
HUGO; SEIDEL-MORGENSTERN, 2001).

A maioria dos métodos experimentais para determinacio de isotermas de adsor¢do
conta com a andlise de dados primdrios na teoria de equilibrio cldssica de cromatografia. O
conceito geral é baseado na consideragdo de que ha somente conveccdo e distrubuicdo de
equilibrio entre as duas fases em um leito fixo, efeitos cinéticos que causam alargarmento
dos picos sdo desconsiderados. Assim, esse conceito € geralmente chamado de modelo
ideal. O formato dos perfis de eluicdo e das curvas de ruptura preditas pela teoria do
equilibrio € diretamente relacionado ao curso das isotermas de adsor¢do. Pode-se também
resolver o problema inverso consistindo na determinacdo das isotermas atrdves das medidas
de perfis de eluicdo e curvas de ruptura (LISEC; HUGO; SEIDEL-MORGENSTERN,
2001).

Um dos métodos mais comumente usados para medir isotermas € a andlise frontal,
também chamado de método de balanco de massa. Hd duas principais variantes desse
método, o método da escadaria e do pulso retangular. No primeiro, duas solu¢des sao

misturadas na corrente de entrada da coluna e bombeadas a uma velocidade constante, a
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primeira solucdo € a fase moével pura a segunda € uma solugdo de mistura de dois
componentes dissolvidos na fase mével. A concentracdo total desses dois componentes é
aumentada gradativamente, em tempos apropriados, € uma composi¢ao relativa constante
da mistura. Vdarios conjuntos de dados sdo sucessivamente adquiridos a diferentes
concentracdes dos componentes. Um segundo sistema de HPLC precisa ser usado para
analisar periodicamente o efluente da coluna. O segundo método ou método do pulso
retangular € uma variacdo desse primeiro. Ele consiste na inje¢do, em um unico degrau,
lavagem da solu¢do da coluna com fase mével pura apds a eluicao de primeiro degrau estar
completa e reinicio com um novo degrau com concentracdo mais alta. Apesar de tempos
mais altos se comparado ao método que utiliza escadas de concentragdo, essa abordagem
evita a necessidade da andlise da composi¢do nos platds intermedidrios, em um segundo

sistema de HPLC (SUN et al., 2001; BURGER et al., 2000).

A Figura 3.5 apresenta o cromatograma da anélise frontal quando a concentragdo
do soluto varia de c, para cp, as quais sdo as concentra¢des no eluente no inicio e no final,
respectivamente. A amostra € introduzida em t = 0 e o equilibrio é alcancado em t = t,. O

balango global de massa da coluna entre t = 0 e t = t,, pode ser expresso por:

ty

_[(Ch _csui) Q dt = VD (Ch - Ca)+ Vads (q'h _q‘u ) (3’37)

0

onde cgyi € a concentracdo na saida, q’, € q’p sdo as concentracdes na superficie em
equilibrio com as concentragdes de soluto c, e ¢, respectivamente; Q € a vazao volumétrica
de eluente, Vp € o volume morto do sistema, ¢ V.4 € 0 volume de adsorvente da FEQ na
coluna (excluindo o volume dos poros). Se Vt € o volume da coluna, Vp e V45 podem ser
calculados por Vp = Vr er e Vais = V1 (1- €7), respectivamente. Quando a drea acima

sombreada é aproximadamente igual a drea de um retangulo na mesma variacdo de

concentracio e com tempo de t =0 a t = t,, a equacdo pode ser simplificada por:
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Vr (Ch - Ca) = VD (Ch - Ca ) + Vads (q'h _Q‘u ) (3’38)

onde V; € o volume médio de retencdo da frente correspondente a concentracio cp, 0 qual
pode ser calculado por V,= Qt;, com t, sendo o tempo de reten¢do médio correspondente,
pode-se deixar a unidade de q ser por unidade de adsorvente incluindo os poros, q = q’(1-

gp) (LAIL; LIN, 1999).

Cp

Figura 3.5. Ilustracdo de um cromatograma usado no cédlculo da concentracio de equilibrio

na superficie.

Para cada degrau de concentragdo da solucdo bindria que entra na coluna,
considerando a abordagem de pulso retangular, dois degraus de concentracdo sdo obtidos
no perfil de elui¢do. Um platd de concentracio segue cada degrau. No primeiro desses dois
platds, as concentracOes dos dois enantidmeros no eluente sdo diferentes daquelas da
solucdo bombeada na coluna, no segundo platd a composi¢dao do eluente € a mesma que a

solucdo bombeada na coluna O primeiro é composto, geralmente, somente pelo menos
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retido e o segundo por ambos enantidmeros e suas concentracdes sdo as mesmas da amostra
injetada. Para derivar a quantidade de cada componente adsorvido no equilibrio € preciso
determinar a concentracdo dos dois componentes nos platds. As isotermas sdao determinadas
a partir do tempo de retencdo das duas frentes e a composi¢do dos platds intermedidrios,
aplicando um balanco de massa. Entdo, cada degrau no aumento da concentra¢do da
mistura bindria fornece um ponto da isoterma para cada componente. A Figura 3.6 ilustra
um cromatograma frontal de uma mistura bindria e mostra as duas frentes distintas que
resulta quando um passo de concentracdo de uma mistura bindria passa através da coluna.
Inicialmente a coluna € equilibrada com uma solucdo na qual a concentragdo do
componente 1 e 2 sdo cj, € Cp,, respectivamente. Em t = 0 essas concentragdes sao
aumentadas para c; € ¢ € quando passam pela coluna, essa mudanga promove a elevacao
de duas frentes com volumes de reten¢@o V| e V,. Os volumes de reten¢do sdo aproximados
com os pontos de inflexdo da curva. Na zona entre as duas frentes, as concentragdes sao
Ci.m € Co.m. O balanco de massa fornece a quantidade q;, na superficie em equilibrio com ¢ p

€ C2b-

vV, =Vp) (i =, )V, =V) (¢, =€)
q, =
Vads

(3.39)

onde q; € expressa em base de volume por unidade de adsorvente. Uma série de
experimentos pode ser feita para sistemas bindrios a diferentes concentragdes e q; €
avaliada, desses dados obtem-se a isoterma de adsor¢do Desde que somente o componente
menos retido estd presente durante a eluicdo do platd intermedidrio, c;, € derivado
diretamente da altura desse plato (JACOBSON; JONH; HORVATH, 1987:;
MIHLBACHLER et al., 2002; SUN et al., 2001; BURGER et al., 2000; SUFANG et al.,
2001).

Comparando com o método de andlise frontal de escadaria, a instrumentacdo ¢é
mais simples, as medidas sdo mais precisas desde que eles contam com a determinacdo da

concentracdo no platd intermedidrio e do tempo de retengdo das duas frentes, e esses dados
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sd0 mais precisos que a medida da concentracdo relativa. Suas desvantagens sdo que ele
requer altos tempos e grandes quantidades de componentes para os quais as isotermas sao
requeridas. A largura do plat6 intermedidrio diminui com o aumento dos dois componentes

na fase mével (SUN et al., 2001; BURGER et al., 2000).

Cup Cas

C?.m C 2m

Figura 3.6. Perfil de concentracdo no eluente ap6s um degrau de concentragcao de uma

solucdo bindria.

Uma isoterma de adsorcdo é a razdo entre a concentracdo de equilibrio de um
componente na fase estaciondria e na fase movel a uma temperatura constante. A equacao
de Langmuir € o modelo mais simples para uma isoterma ndo linear. Ela pode ser usada
para adsor¢do de componentes em superficies homogéneas a concentragdes baixas e

moderadas. O modelo € expresso pela equagdo cldssica:
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_ac b, g5, ¢
1+b,c; 1+b,c,

q, (3.40)

onde q € a concentracdo na fase estaciondria em equilibrio com a concentragdo na fase
movel ¢, parametro b, constante de equilibrio por unidade de drea de supérficie e b € entdo
relacionado a energia de adsorcdo; a capacidade da monocamada ou capacidade de
saturacdo especifica da fase estaciondria é qs = a/b, a; = biqs; € a constante de equilibrio a

dilui¢do infinita que pode ser expresso por:

dq.
a, =K, =d—ccl’quandoc -0 3.41)

1

onde Ko; € a constante de equilibrio da particula no dominio da lei de Henry (GOTMAR;
ALBAREDA; FORNSTEDT, 2002; LAI; LIN, 1999; LINDHOLM; FORNSTEDT, 2005;
JACOBSON; JONH; HORVATH, 1987; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; GUIOCHON,
2002).

3.6. Condicoes de Sobrecarga
3.6.1. Cromatografia em Batelada

Para a otimizacdo da taxa de separacdo de uma determinada substincia em uma
coluna preparativa € necessdario o conhecimento das condi¢des de sobrecarga da coluna. Em
colunas analiticas o volume de injecdo ndo deve utrapassar o valor de 1% do volume da
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coluna. Entretanto, em escala preparativa essa limita¢cdo nio ocorre devido a elevada taxa
de separacdo requerida para essas colunas. Uma coluna cromatogrifica pode atingir a
condicdo de sobrecarga quando: a amostra € pouco solivel na fase mével ou o volume de
injecdo € elevado para as dimensdes da coluna; alta concentracdo da amostra e amostras
que ndo sao dissolvidas em solventes com elevada caracteristica de solvatacdo quando

comparada a fase mével. (ROSA, 2005).

Quando a sobrecarga da coluna é considerada, dois procedimentos podem ser
realizados. O primeiro, sobrecarga de concentracdo, considera o soluto muito solivel na
fase movel e € realizado com volume de inje¢do constante de solu¢des em concentracdes
crescentes. Com o aumento da concentracdo da solugdo injetada é esperado que os picos
cromatograficos sejam muito distorcidos chegando a ter a forma de um tridngulo. Pode
ocorrer o aumento da cauda no pico cromatogrifico. O segundo tipo de sobrecarga,
sobrecarga de volume, considera o soluto com solubilidade baixa ou até intermedidria na
fase mével. A partir de uma solugdo concentrada, preparada para faixa de solubilidade do
analito na fase mdvel, volumes crescentes da mesma solu¢do sdo injetados no sistema
cromatografico. O aumento do volume, dentre outros fatores como a for¢a do solvente
usado para diluicdo, pode resultar na deformagdo do pico. Os picos cromatograficos sao
mais assimétricos e a partir de um certo volume de injecdo a altura do pico pode manter-se

constante. (MARCHEREY-NAGEL, 2002).

A precisdao da modelagem de processos de separagdo em batelada requer: um
conjunto de equacdes de conservacdo de massa, condicdes iniciais e de limites apropriados
que descrevam o processo exato implementado, isotermas de equilibrio e um modelo
adequado de cinética de transferéncia de massa. O processo cromatografico € descrito por
varios modelos de complexidade crescente. Os mais importantes desses modelos sdo os
modelos de taxa geral, de difusdo de poro agregado e de equilibrio dispersivo, sendo o
ultimo o mais usado. O modelo de equilibrio dispersivo é geralmente o mais usado quando
as resisténcias a transferéncias de massa sio pequenas. E correto quando a transferéncia de
massa € controlada por difusdo na fase movel enquanto a troca dos eluentes entre a fase
movel e estaciondria € rdpida. Ele pode ser empregado para modelar muitas separagdes nao
lineares. Esse modelo assume que hd um constante equilibrio dos componentes de

alimentacdo entre as duas fases do sistema cromatografico e que a eficiéncia finita da
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coluna usada pode ser considerada por contribui¢des adicionais para a dispersao axial. Ha
um equilibrio instantaneo entre a fase estaciondria e a fase moével e usa-se um termo
aparente de dispersdo que considera a dispersdo axial e a taxa finita da cinética de
transferéncia de massa. Devido as colunas de HPLC modernas serem caracterizadas por
altos valores de eficiéncia, esse modelo fornece resultados bons. Nesse caso, o coeficiente
aparente de dispersdo € independente da concentra¢do do soluto em uma variagdo ampla de
concentracdo e independente de sua natureza. Ele fornece resultados mais satisfatorios
quando as resisténcias as transferéncias de massa s@o pequenas, as quais ocorrem
geralmente no caso de separacdes de componentes com massa molar baixa. O balanco de

massa desse modelo para um componente i € escrito como:

2
dc,(z,1) R 9q,(z,1) iy dc,(z,1) _D d°c,(z,1)
ot ot 0z ‘977

3.42)

onde q; e ¢; sdo as concentracdes do componente i na fase estaciondria e na fase mdvel,
respectivamente, t € o tempo e z a distdncia ao longo da coluna, F = (1-¢)/e € a razdo de
fase, com ¢ a porosidade da coluna, u € a velocidade da fase mdvel e D, o coeficiente de
aparente de dispersdo axial. Como o modelo de equilibrio dispersivo assume equilibrio
instantaneo entre a fase estaciondria e a movel, a concentracio na fase sélida q; € derivada
do modelo de isoterma de adsor¢do q; = f(cy, ¢, ....... ,Cn). As contribuicdes de resisténcias
as transferéncias de massa estdo incluidas no coeficiente aparente de dispersdo. Esse
coeficiente é relacionado a eficiéncia da coluna por: (MIHLBACHLER et al., 2002;
ZHOU; KACZMARSKI; GUIOCHON, 2003; CAVAZZINI et al., 2002; FELINGER;
CAVAZZINI; GUIOCHON, 2003; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; GUIOCHON;
SHIRAZI; KATTI, 1994).

p =L (3.43)
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onde L o comprimento da coluna, e N o nimero de pratos para um componente i. Na
pratica € assumido que todos os componente tem o mesmo nimero de pratos (ZHOU;
KACZMARSKI; GUIOCHON, 2003; FELINGER; CAVAZZINI; GUIOCHON, 2003;
CAVAZZINI et al., 2002; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; GUIOCHON, 2002;

GUIOCHON; SHIRAZI; KATTI, 1994).

O espalhamento dos picos observado em cromatografia preparativa € mais
extensivo que em cromatografia linear. Isso € causado predominantemente por
consequéncias de termodinamicas ndo lineares, por exemplo, a concentracdo depende da
velocidade associada a cada concentragdo. Quando a cinética de transferéncia de massa é
rdpida, a infléncia da dispersdo axial aparente € pequena ou moderada e resulta em uma
simples correcdo aos perfis de picos preditos por termodindmica apenas. A solucdo de um
sistema de equacgdes diferenciais parciais requer um conjunto apropriado de condi¢ds
iniciais e de limites. Esse conjunto de equacOes descreve em termos matematicos o
experimento que € realizado. Em elui¢do, a condi¢do inicial da coluna é seu equilibrio com

a corrente de fase mdvel pura, entio:

c,t=0,0<z<L)=0 (3.44)

Condigdes de limite na entrada da coluna

D dc,
(t>0e z=0)c,(t,0)=c", +—— 3.45
fs u aZ t,z=0 ( )
onde c’¢; € definido por:
c',i=cp se 0<1<t, (3.46)
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c';; =0 se t, <t (3.47)

t, sendo o tempo de inje¢do e o subscrito f indicando um valor de entrada.

Condi¢des de limite para a saida da coluna: (MIHLBACHLER et al., 2002; FELINGER;
CAVAZZINI; GUIOCHON, 2003; ZHOU; KACZMARSKI; GUIOCHON, 2003;
CAVAZZINI et al., 2002; LISEC; HUGO; SEIDEL-MORGENSTERN, 2001).

(t>0 e z=1L) %=O (3.48)
0z

O sistema de equagdes de balanco de massa com a equacdo apropriada das isotermas
precisam ser integrados numericamente para obterem os perfis de concentracdo na saida da
coluna. A validacdo de qualquer modelo de isoterma ndo linear requer uma comparagdo dos
perfis de sobrecarga sob condi¢des experimentais bem definidas e os perfis calculados com
o modelo de isoterma sob as mesmas condi¢des (FELINGER; CAVAZZINI; GUIOCHON,
2003; CAVAZZINI et al., 2002).

As varidveis desempenho para operagdes cromatograficas em batelada podem ser

avalidas através da produtividade e do consumo de dessorvente:

Prod =V, . c Recuperacdo 3.49)

inj ~ alim,i
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Q top

massa recuperada

(3.50)

Consumo de dessorvente (CD) =

onde t,p € 0 tempo de operacdo.

3.6.2. Leito Movel Simulado

Cromatografia preparativa, em particular Leito Modvel Simulado (LMS), €
atualmente uma das mais importantes técnicas de separagdo quiral na inddstria
farmacéutica (ZHANG; MAZZOTI; MORBIDELLI, 2004). Uma das principais
caracteristicas para o sucesso das técnicas cromatogréficas, no que diz respeito a sintese
assimétrica de enantidmeros puros em escala preparativa, ¢ a possibilidade de desenvolver
a separacao em tempos relativamente curtos (FRANCOTTE et al., 1998). A cromatografia
em LMS permite a alimentacdo continua e separagdo de misturas bindrias, a simulacdo de
um contato contracorrente entre as fases sélidas e liquidas maximiza o transporte de massa,
levando a uma redugdo significativa no consumo de fases movel e estaciondria, maior
produtividade, menor custo de operacdo e produtos mais concentrados (RODRIGUES;

PAIS, 2004; SCHULTE; STRUBE, 2001).

SeparacOes cromatograficas continuas de quimicos finos e enantidbmeros podem
ser realizadas através da tecnologia de LMS. A técnica de LMS envolve o contato
contracorrente simulado entre a fase movel e a fase estaciondria. Isso pode ser realizado em
unidades constituidas de um conjunto de colunas cromatogréficas de leito fixo, através do
movimento periddico de portas de entrada e de saida na mesma direcdo da vazdo de fluido
(MIGLIORINI, MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998). Unidades LMS exibem um nimero de
vantagens com respeito a cromatografia preparativa de batelada. Em particular, isso é

devido a natureza continua da operagdo e um uso eficiente das fases moveis e

estaciondrias, o qual permite diminuir o dessorvente requerido e melhorar a produtividade
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por unidade de tempo e massa da fase estaciondria. Economia de solvente acima de 90% e
aumento na produtividade t€m sido reportados. Além disso, boas separagdes podem ser
atingidas até mesmo a baixos valores de seletividade e com nimero de pratos relativamente

baixos (MAZZOTI, STORTI; MORBIDELLI, 1997a).

A unidade de leito movel simulado (LMS), como ja citado, é um processo
continuo, no qual o principio de operagdo pode ser descrito com referéncia a configuracdo
equivalente contracorrente verdadeira (ou leito mével verdadeiro). Essa € dividida em
quatros se¢des, cada uma exerce um papel especifico na separagdo. Especificamente, a zona
ou secdo entre a linha de eluente e a de extrato € referida como zona 1 e seu papel é
dessorver o componente mais retido. Zona 2, entre a linha de extrato e de alimentagdo, tem
0 objetivo de dessorver o componente menos retido. O papel da zona 3, entre a linha de
alimentacgdo e refinado € adsorver o componente mais retido, enquanto que o papel da zona
4, entre a linha de refinado e eluente € adsorver o componente menos retido. Considerando
a alimentacdo de uma mistura contento os dois componentes a serem separados, o
componente mais adsorvivel denominado A, é coletado na corrente de extrato e o menos
adsorvivel, denominado B, é coletado na corrente de refinado. A separacdo é realizada nas
duas secdes centrais, na qual o componente A é conduzido para baixo para a saida de
extrato e o componete B para cima para a saida de refinado, respectivamente. O
dessorvente € alimentado na parte inferior da secdo 1, assim como nessa secdo o
componente A elui e o sélido sorvente, que € reciclado no topo da secdo 4, é regenerado.
Finalmente o componente B € adsorvido na se¢do 4 da unidade, assim como nessa se¢do o
dessorvente € regenerado , o qual é misturado a corrente de dessorvente e reciclado para
coluna 1 (MAZZOTI, STORTI; MORBIDELLI, 1997a; MAZZOTI, STORTI,;
MORBIDELLI, 1997b; MIGLIORINI, MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998; LUDEMANN-
HOMBOURGER et al., 2002). Esse processo pode ser melhor visualizado na Figura 3.7.
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Secdo

Adsorcdo de B

Refinado

47

Segéo Adsorgdo de A

Alimentagao

—>
Vazao Fluido Vazao Sélido
Segio Dessor¢do de B
Extrato 7'y
<4+
Se‘{io Dessorgdo de A
Dessorvente
—P

Figura 3.7. Esquema de uma unidade de quatros secdes de contracorrente verdadeira para

separagdo continua: separacdo bindria de um componente mais retido A e menos retido B.

Devido as ineficiéncias inevitaveis conectadas ao movimento da fase sélida, na
pratica a configuracdo contracorrente verdadeira € substituida pela configuracio LMS.
Nesta configuragdo os leitos sélidos s@o fixos e o movimento continuo do sélido € simulado
pela troca periddica nas portas de entrada e de saida da unidade na mesma direcdo da
corrente da fase mével, produzindo entdo a configuragdo LMS que pode ser visualizada na
Figura 3.8. O ntimero de colunas em casa zona permanece o mesmo. Cada secio da unidade
LMS ¢ dividida em subsecdes que imitam o movimento contracorrente da fase sélida. Cada
subsecdo consiste de coluna cromatografica, equipada com valvulas suficientes para
conecta-l4 a todas as saidas (extrato e refinado) e todas as entradas (alimentacdo e
complementacdo de solvente) do processo. Apds a mistura ou saida de uma corrente

externa a corrente resultante € alimentada a coluna cromatografica seguinte (MAZZOTI;
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STORTI; MORBIDELLI, 1997b; MAZZOTI; STORTI; MORBIDELLI, 1997a; JUZA;
MAZZOTI; MORBIDELLLI, 2000).

Refinado Secdo 4 Dessorvente
7 8
6 1
A
Segdo 3 Direcdo da vazio de Segdo 1

fluido e troca das portas

4 3
Alimentagdo Extrato

Segdo 2

Figura 3.8. Esquema de uma unidade de leito mével simulado de quatro se¢des para

separagdes continuas com distribui¢io de portas 2-2-2-2.

Para uma melhor exploragdo do potencial dessas unidades, suas condi¢des de
operacdo devem ser cuidadosamente selecionadas para otimizar a separacdo, por exemplo,
pela minimizacdo do consumo de fase mével (taxa de vazdo de fase mével complementar)

(MAZZOTT; STORTI; MORBIDELLLI, 1997b).

Devido a sua natureza continua de contracorrente, depois das unidades transientes
atingirem um estado estaciondrio, cada varidvel de processo permanece constante em cada
localizac@o da unidade. Ao contrério, o regime estaciondrio da unidade LMS € um estado

estaciondrio ciclico, no qual a unidade exibe a0 mesmo tempo comportamento dependente
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durante cada periodo de tempo entre duas trocas sucessivas das portas de entrada e saida.
Assim, em ordem ao modelar o regime estaciondrio de uma unidade LMS um modelo de
tempo dependente € requerido, enquanto para uma unidade LMV um modelo de tempo
independente € suficiente. Desde que as duas configuracdes s@o equivalentes, por exemplo,
elas atingem as mesmas separagdes, determinadas regras de conversdes geométricas e
cinematicas sdo realizadas, o modelo simples da unidade equivalente de LMV pode ser
usado para predizer o estado estaciondrio de separagdao das unidades de LMS. As regras de

conversdes sdo dadas por (MAZZOTTI; STORTI; MORBIDELLI, 1997a):

V,=58b,V (3.51)
V_O (3.52)
t 1-¢

LMS _ | LMV &
O =107 T, (3.53)

onde Vj e V sdo os volumes da se¢io j" da unidade LMV e do leito fixo da unidade LMS,
respectivamente; Sb; € o nimero de subsec¢Oes na secdo jth da unidade LMS, t* € o tempo de
troca da unidade LMS, por exemplo o periodo de tempo entre duas trocas sucessivas de
portas de entrada e saida, € é a porosidade do leito, Qs € a vazdo volumétrica de sélido na
unidade LMV, Q"™ e Q"™ sio as vazdes volumétricas na unidade LMS e a equivalente

na unidade LMV, respectivamente.

Os pardmetros m; sdo chamados de razdo de vazdo e sdo definidos como a razdo da

vazdo fluida sobre a vazao da fase s6lida em cada secdo da unidade.
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04 1" —Ve,

j .V (—e) (3.54)

A tecnologia de LMS constitui uma unidade de operacdo complexa, a qual requer
um entendimento profundo para fazer o seu uso efetivo. O modelo, baseado na teoria do
equilibrio, na qual a resisténcia a transferéncia de massa e a dispersao axial sdo desprezadas
oferece uma vis@o desse processo. Aplicando esse modelo as unidades LMS sob suposicao
de isotermas de adsor¢c@o do tipo Langmuir produzem a chamada Teoria do Tridngulo, a
qual permite a determinagdo de condicdes de operacdo do LMS para atingir a separagdo

requerida (MIGLIORINI; MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998).

Ao juntar o processo requerido para completa separacdo com balanco de material
nos nds da unidade LMS e usando os resultados da Teoria do Equilibrio para sistemas do
tipo Langmuir o seguinte conjunto de condi¢des, em que as razdes de taxa de vazao devem

ser cumpridas para atingir a completa separagdo, ¢ (MIGLIORINI; MAZZOTI,
MORBIDELLI, 1998; SUSANTO; WEKENBORG; JUPKE, 2005):

m =2H,

Hy<m,<m;<H,

£ 1
" ; <m4<§[HB+m3+b3cuhm’3(m3—m2)—\/[HB+m3+bBcuhm’B (m3—m2)]2—4HBm3}
T~ Cp

(3.55)

Assim, define-se uma regido de separagdo no plano (mp, m3), a qual é uma regido
na forma de um tridngulo abw. As fronteiras dessa regido podem ser calculadas em termos
dos parametros de equilibrio de adsorcdo (Ha, Hg, ba, bp) € da composi¢ao de alimentacdo

(Calim,A € Calim,B)-
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Linha wf

(HA -, (1+ by Ctima ))mz Dy Coima O My = @y (HA - a)G)

Linha wb

(HA _HB(1+bA culim,A))m2 +b, Cpima Hpmy :HB(HA _HB)

Linha ra

my; =m,

-]

by Cotima

Linha ab

As coordenadas dos pontos de interseccao sdo dados por:

(3.56)

3.57)

(3.58)

3.59)
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pontoa (H ,,H ,)

pontob (H,,H)

ponto f (W, @) (3.60)
ponto r(a)G2 — wG[a)F(HA _a)G)(HA _HB)+HB wG(HA _a)p)]]
HA HA HB (HA_a)F)

ponto W(HB 28 a)G[a)F(HA _HB)+HB(HB _wF)]j
HA HB(HA_a)F)

Nas equagdes acima wr e wg dependem da composicao de alimentagdo, eles sdo as
raizes da equagdo seguinte com wg > wg > 0 (MIGLIORINI; MAZZOTI; MORBIDELLLI,
1998).

(1+ by Coima b5 Coimp ) w’ - [HA (1 +by Cotimp )+ H, (1+ b, Cotima )]w+ H,H,=0
3.61)

Como ilustrado na Figura 3.9 a regido de completa separacdo é cercada por trés
regides correspondentes a trés regimes de operacdo diferentes, a regido de refinado puro, na
qual a corrente de refinado € pura, mas a de extrato € contaminada com componente B, a
regido de extrato puro, na qual o extrato € puro, mas o refinado ndo, e a regido pura, na qual
os componentes A e B se distribuem nas correntes de saida de extrato e refinado ,
respectivamente, sem contaminacdo (MIGLIORINI; MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998;
SUSANTO; WEKENBORG; JUPKE, 2005).
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Extrato puro a

m3

E+F
""'—-/ puros

Refinada pura

m2

Figura 3.9. Regido de um plano (m;, m3) com diferentes regimes de separacao em termos
de pureza das correntes de saida para um sistema descrito por isotermas de adsorcao do tipo

Langmuir.

Pode-se notar que o vértice w da regido de completa separacdo no plano (my, ms)
representa a condicdo de operacdo Otima em termos de consumo de solvente e
produtividade por unidade de massa de fase estaciondria. Entretanto, pode-se também
observar que uma leve perturbacio nas condicdes de processo, bem como pequenos erros
na avaliacdo dos parametros de equilibrio de adsorcdo, pode fazer o ponto de operagdo
deixar a localizagdo 6tima € mover para fora da regido de completa separagdo. Como
conseqii€éncia, em muitas situacdes praticas, as vezes € melhor que o ponto de operacdo seja

escolhido dentro do tridngulo de separacdo completa e ndo no seu vértice (MIGLIORINI;

MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998).
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Quando a mistura alimentada € infinitamente diluida nos componentes a serem
separados a isoterma de Langmuir se aproxima de uma isoterma linear e as condi¢des nos

parametros m;da unidade LMS reduz ao seguinte conjunto de inequagdes:

H,<m,<H,
3.62)
Hy,<m,<H,

_€P

<m,<H,

,

Essas sao as condicdes cldssicas para separacdo em LMS sob condi¢des lineares. E
de se notar que em casos lineares a regido de completa separacdo € um tridngulo quadrado

(MIGLIORINI; MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998).

Ao aumentar a concentragcdo de alimentacao nota-se que o segmento ab permanece
0 mesmo, a posicdo do vértice w muda para baixo para esquerda e a regido de completa
separacdo se torna mais fina e menos robusta. Em condi¢des robustas, pequenos distirbios
nao modificam o comportamento qualitativo da unidade. Isso implica que quando se
aumenta a concentracdo de alimentacdo a razdo de taxa de vazdo nas secdes 2 e 3, bem
como a diferenca m3-m, diminui. Através de um balan¢o material pode-se mostrar que a
produtividade maxima é uma fungdo crescente da concentracio de alimentagdo e se
aproxima de um valor assintético. Assim, desde que a produtividade melhora e a robustez
se torna mais pobre quando a concentracdo aumenta, entdo o melhor valor de concentracio
de alimentacdo precisa ser escolhido como um compromisso entre esses dois Opostos

(MIGLIORINI; MAZZOTI; MORBIDELLI, 1998).
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A determinacdo das vazdes em cada corrente do sistema LMS pode ser
determinada facilmente por meio de um balanco de massa em cada nd, que pode ser

visualizado na Figura 3.8:

0:=0,-0, (3.63)
QR = Q3 - Q4 (3°64)
0,=0,-0, (3.65)

onde Qg€ a vazado de extrato, Qr a vazao de refinado e Qr a de alimentacao.

J& as varidveis desempenho podem ser avalidas através da produtividade calculada

a partir da linha de alimentacdo e do consumo de dessorvente:

0 +0;

Consumo de dessorvente (CD) =
CF QF

(3.66)

Produtividade (Prod) :% (3.67)

ads

onde cpé a concentracdo de alimentac¢do da mistura racémica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Mitotano

A mistura racémica do mitotano foi produzida pela empresa Yick-Vic Chemicals
and Pharmaceuticals (Hong Kong) e adquirida em quantidade da ordem de 200 gramas. A
Figura 3.1 apresenta a estrutura quimica do mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano). O

centro da quiralidade da molécula estd situado no dtomo de carbono.

4.1.2. Fase estacionaria quiral

A coluna cromatografica recheada com FEQ O,O’-bis[4-ferc-butilbenzoil ]-N,N’-
dialil-L-tartardiamida covalentemente imobilizada a silica por ligacdes cruzadas,
comercialmente conhecida como Kromasil CHI-TBB foi gentilmente cedida pela Eka
Chemicals (Suécia). A coluna com FEQ quiral de ago inoxidavel (25 cm x 1 cm D.I., semi-
preparativa) foi recheada com a FEQ com tamanho de particulas de 16 pm de diametro e
com 100 A (10 nm) de diametro de poro. Essa fase € obtida a partir do precursor N,N’-
dialil-L-tartardiamida (DATD) pela derivatizagdo de grupos hidroxilas e posterior
imobiliza¢do em silica funcionalizada por meio de ligacdes covalentes. A imobilizacdo em
um polimero multifuncional, como € o caso da silica, fornece a FEQ uma maior eficiéncia
da coluna e uma maior capacidade de saturacdo, permitindo o uso de elevadas
concentracdes dos compostos. A Figura 4.1 apresenta a seqiiéncia para producdo do

polimero quiral.
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Figura 4.1. Seqiiéncia reacional para producdo do polimero quiral a ser ligado a silica para

formar a fase estacionaria.

Fonte: Eka Chemicals (2006)

Quando o radical R é O,0’-bis[4-terc-butilbenzoil], atribui-se a denominacdo TBB
a essa fase estaciondria, que € apresentada na Figura 4.2 O radical TBB € incorporado a
rede polimérica por uma reacdo de entrecruzamento, que também causa a ligagdo covalente

com a silica.

=
I
—
R/ 1™ o
S1_ (:1)
b
~Gi. Q ,Q
! c"--..\"-_ E/
] =i NH =
N F IIW NHT N g ey
)‘Sl = X_.-" . P
SN o /0 o. O
AL /
o= o° C~di g
4 /
—Sl—
!
I

Figura 4.2. Estrutura molecular da FEQ O,0O’-bis[4-terc-butilbenzoil |-N,N’-dialil-L-

tartardiamida. R denota a repeticdo da unidade do seletor.
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Como pode ser visto na Figura 4.2, a rede polimérica resultante incorpora um

grupo seletor quiral C,-simétrico bifuncional representado pelas setas.

A fase estaciondria Kromasil CHI-TBB é capaz de separar uma extensa faixa de
farmacos na forma de racematos tanto acidos, como basicos e neutros. O tamanho reduzido
da particula auxilia em separacdes dificeis, possibilitando a obtengdo de picos
cromatograficos melhores resolvidos e simétricos. Ela apresenta boa estabilidade quimica
frente a maioria dos solventes e tampdes usados como fase mével. Entretanto, as melhores
condicdes de seletividade sdo obtidas com fase normal (solventes apolares). A estabilidade

¢ devida a natureza da rede de polimeros ligado covalentemente a silica.

A retencdo e seletividade nessa FEQ sdo principalmente causadas por multiplas
ligacdes de hidrogénio, interagdes estéricas e interacdes m-m. Devido as propriedades das
ligacdes de hidrogénio, as separagdes utilizando esse tipo de FEQ sdo usualmente
realizadas em solventes ndo polares, dado que um solvente polar ird diminuir as interacdes
entre o analito e o seletor quiral devido a uma solvata¢do nao favordvel do analito na fase

movel.

Essa FEQ apresenta maior estabilidade mecanica e relativa baixa queda de pressao
quando comparada a outras fases estaciondrias. A alta capacidade de carga da fase pode ser

atribuida a extensa drea de superficie disponivel e a alta densidade do ligante quiral.

4.1.3. Composto nao retido

A determinacdo do tempo de retencdo de um composto ndo retido pela fase
estaciondria foi realizada com o composto 1, 3, 5-tri-terc-butilbenzeno, conhecido como
TTBB, que foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). O TTBB € uma molécula com baixa
massa molar (M 264,44 g/gmol) e ndo interage com a fase estaciondria CHI-TBB, sua

z

estrutura molecular é apresentava na Figura 4.3. As moléculas de TTBB penetram nos
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poros do leito recheado sem ser adsorvido na sua superficie, sendo que o tempo gasto para

percorrer o leito é proporcional a porosidade total.

CH,4

H3C_C_CH3

CH,4 (|:H3
H3C_(|: C|:_CH3
CH; CH,

Figura 4.3. Estrutura molecular do composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB).

4.1.4. Fase movel

O n-hexano e o acetato de etila, grau HPLC, foram adquiridos da Mallinckrodt
(EUA), o isopropanol e etanol, grau HPLC, da J.T.Bacher (EUA), o tetrahidrofurano
(THF), grau HPLC, da Sigma-Aldrich (EUA). O HFE-7200 3M (TM) Novec (TM)
Engineered Fuid (composto de éter nonafluorisobutil etilico e éter nonafluorbutil etilico) foi
adquirido da 3M (EUA). As fases moveis preparadas foram desgaseificadas em banho

ultra-sonico da Cole Parmer 8892.

4.1.5. Aparelhagem experimental

Os experimentos cromatograficos foram realizados em um cromatégrafo a liquido
com bombas modelo 1525, detector UV-Vis com dois canais de deteccdo modelo 2487,
injetor manual modelo 77251 e forno, todos da Waters (EUA). O sistema de aquisicdo de

dados era computadorizado (software BREEZE). Experimentos de varredura foram
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realizados em espectofotdometro UV-Vis modelo DU640 da Beckman (EUA). A ordem de
eluicdo dos enantidmeros foi verificada em um detector baseado em dicroismo circular e
UV-Vis modelo CD-2095 Plus da Jasco (Japao). Estes dados foram captados por um

sistema computadorizado com software da Shimadzu CLASS-VP (Japao).

4.2. Métodos

4.2.1. Experimentos preliminares

4.2.1.1. Defini¢io da fase movel

Foram realizados estudos com vdrias combinagdes de solventes em diferentes
proporg¢des com a finalidade de identificar qual dessas combinagdes resultaria em uma fase
movel mais adequada para posterior anélise da separacio da mistura enantiomérica. Através
de uma pesquisa no catdlogo da Kromasil, na qual os compostos enantioméricos com
estrutura quimica semelhante foram separados, foi possivel selecionar os seguintes
solventes: hexano, etanol, isopropanol, acetato de etila, THF e HFE-7200 3M. Fizeram-se
injecOes de 20 pL da amostra, a uma concentragdo total de 0,2 mg/mL. O valor do
comprimento de onda (A) programado no sistema de detec¢do foi de 270 nm. A fase mével

eluia a uma vazado de 1,0 mL/min. Os experimentos foram realizados em duplicata.
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4.2.1.2. Analise da resposta do sistema de deteccao

Para verificar a faixa de comprimento de onda na qual se deveriam conduzir os
experimentos fez-se uma varredura em um espectrofotometro UV-Vis. O equipamento foi
calibrado com a soluc@o contendo apenas a fase movel hexano/acetato de etila (95/5 v/v).
Na seqiiéncia, foi realizada uma varredura entre 230 e 300 nm. A amostra contendo o

mitotano apresentava uma concentragdo total de 0,2 mg/mL.

4.2.1.3. Determinacio da ordem de eluicao

A ordem de elui¢do dos enantiomeros foi definida por meio da injecdo de 200 pL
de uma solucdo de mitotano na forma racémica em concentracdo total de 0,2 mg/mL e a
uma vazdo de 2,0 mL/min de fase mével composta por 95% hexano e 5% acetato de etila.

O sistema de detec¢ao foi ajustado em 270 nm.

4.2.2. Experimentos com solucoes diluidas

4.2.2.1. Determinacio das porosidades

Inicialmente o volume morto do sistema cromatografico foi medido por injecao do
TTBB (20 pL) na auséncia da coluna cromatogréfica. Esse volume corresponde a todas
tubulagdes e conexdes do sistema cromatografico, desde o injetor até o detector. Seu valor

foi calculado por: Vp = t, Q, onde Q € a vazao volumétrica e t,, o tempo de retencdo do
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pulso introduzido no sistema, seu valor foi igual a 0,073 mL. Esse volume foi usado para

corregdes nos experimentos posteriores.

Experimentos de pulso cromatografico com o composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno
(TTBB) foram realizados com a finalidade de determinar a porosidade total (er). O TTBB
foi dissolvido na fase mével, constituida de hexano e acetato de etila (95% e 5%). Uma
solucdo com concentragdo de 1,0 mg/mL foi preparada e foram feitas inje¢des de 20 pL
desta solucdo, apés um periodo de estabilizacdo do sistema a diferentes vazdes da fase
movel (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mL/min) e temperatura de 25 °C. As respostas dos pulsos
cromatograficos com TTBB foram monitoradas pelo detector UV-Vis no comprimento de

onda 270 nm. Os experimentos foram realizados em duplicata.

O valor da porosidade total foi obtida através do primeiro momento, equagao 3.17.
Como o TTBB é um composto inerte o termo relativo a adsor¢do é desprezado. A

inclina¢do do grafico do primeiro momento em funcdo de L/u serd o valor de er.

O valor da porosidade do leito foi calculado por Sartor (2006), foi determinado
através de injecdes de 20 pL. do composto poliestireno (Poymer Laboratorie, Reino Unido)
em concentracdo 0,5 mg/mL dissolvido em THF, utilizando como fase mével THF,
conforme procedimento sugerido pelo fabricante da coluna. Sua estrutura molecular €
apresentada na Figura 4.4. Por ndo sofrer interacdes com a fase estaciondria e devido a sua
elevada massa molar (M 504500 g/gmol), ele é capaz de se difundir pela coluna
cromatogréfica passando apenas nas regides entre as particulas, ndo adentrando nos poros.
O tempo de retencdo do poliestireno na temperatura de 25 °C nas vazdes 1,0; 2,0; 3,0; € 4,0
mL/min permitiram a constru¢do da curva do primeiro momento por L/u cuja inclinacdo

fornece diretamente o valor da porosidade do leito &.

O valor da porosidade da particula foi obtido pela equacao 3.11.
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Figura 4.4. Estrutura molecular do composto poliestireno.

4.2.2.2. Determinacao dos parametros cromatograficos

O estudo de separacdo com mitotano foi realizado com injecdes da solucdo de
mitotano racémico a 0,2 mg/mL na fase moével. Volumes de 20 puL. foram injetados no
sistema cromatografico a vazdo de fase moével 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL/min. As
temperaturas avaliadas foram de 25 °C, 35 °C, 45 °C e 55 °C. As respostas das injecoes
foram monitoradas no detector UV-Vis a 270 nm. Parametros cromatograficos como fator
de reten¢do, fator de separacdo, resolugdo, fator de assimetria e nimero de pratos foram

determinados. Experimentos nas mesmas condi¢des foram realizados utilizando TTBB. Os

experimentos foram realizados em duplicata.

4.2.2.3. Determinacao das constantes de equilibrio e constantes de Henry

As constante de equilibrio foram determinadas a partir dos tempos de retencao
(trij) obtidos com as inje¢des de 20 pl, no sistema cromatografico, das solugdes dos
enantidmeros do mitotano a 0,2 mg/ mL, realizadas para a determinacdo dos parametros
cromatograficos de separacdo. Por se tratar de solucdo diluida, de acordo com o método dos

momentos, L; corresponde ao tempo de retencdo de cada enantidmero. A inclinacdo da reta
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do grafico do primeiro momento por L/u permite o cdlculo indiretamente do valor de K

para os enantiomeros.

As constantes de Henry (H) podem ser determinadas de duas maneiras. Uma
forma € através do valor calculado de K e a equagdo 3.21. Outra forma € a partir dos
tempos de retengcdo (tg;) dos enantidmeros e do composto ndo retido (ty) TTBB

determinados pelos experimentos de pulsos e calculado pela equagdo 3.22.

4.2.2.4. Determinacdo dos coeficientes de dispersao axial e parametros de

transferéncia de massa

Os experimentos realizados para determinacdo dos cdlculos dos pardmetros
cromatograficos de separacdo foram utilizados para calcular os coeficientes de dispersdo
axial (D) e o parametro de transferéncia de massa global (k). Os valores de altura
equivalente a um prato (H) foram calculados pela equacdo 3.3. Os valores de Dy e k,, foram
calculados através do segundo momento (equacao 3.20). Construiram-se graficos de H em
funcdo de u e realizou-se, para os dados obtidos, um ajuste tendo como base a equagdo
3.25. A partir desse ajuste foram determinados os valores de A, B e C, sendo entdo

calculados os valores de Dy e k.

4.2.2.5. Analise termodinamica

Os dados obtidos nos experimentos realizados para determinacdo dos parametros
cromatograficos foram utilizados para andlise termodindmica de adsor¢do. Os parametros

termodinamicos foram determinados pelas equagdes 3.31, 3.33 e 3.34.
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4.2.3. Experimentos com soluc¢oes concentradas

4.2.3.1. Determinacao das isotermas de adsorcao

A obtengdo de isotermas de adsorcdo dos enantidmeros do mitotano baseou-se na
determinacdo da curva de ruptura para a mistura racémica nas concentragdes 1,00; 4,00;
7,00; 10,00; 13,00 e 16,00 g/L. A principio, a coluna foi equilibrada com fase mével sendo
alimentada por uma das bombas do sistema cromatografico, sob vazao de 1,00 mL/min, até
a estabilizacdo do sistema. Neste momento programou-se uma repentina troca na
alimentacdo do sistema, de forma que, a segunda bomba substituisse a alimentac¢do da fase
movel pela solucdo de mitotano. Um volume continuo foi alimentado até a saturacdo da
coluna (15 mL), situagdo na qual a concentracdo na saida foi a mesma da alimentagdo.
Houve entdo mudanca para bomba inicial de alimentacdo da fase mdvel e assim manteve-se
o experimento até a completa remo¢do do mitotano da coluna. Este procedimento foi
seguido para diferentes concentracdes e a andlise da resposta do sistema de deteccdo
possibilitou o cdlculo dos pontos da isoterma. Curvas analiticas possibilitaram a
determinacdo das concentracdes a partir da resposta do detector. Os experimentos foram
realizados a 280 nm. A mudanca do comprimento de onda de 270 nm para 280 nm foi
necessdria devido ao estouro de escala do valor de absorbancia (AU) para as altas
concentracdes. Os dados de equilibrio foram calculados a partir dos volumes de retengdo

dos platds observados nas frentes de adsor¢ao para cada curva de ruptura conforme equacao

3.46.

4.2.3.2. Estudo de sobrecarga na coluna

O estudo de sobrecarga da coluna foi realizado para verificar o comportamento de

eluicdo e alargamento dos picos cromatograficos de cada enatidomero. Os experimentos
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foram realizados variando-se a concentragdo total de alimentacido da mistura. (10, 50 e 100
g/L)) a um volume de injecdo constante igual a 20 puL e vazao de 1,00 mL/min. As respostas
foram monitoradas pelo sistema UV-Vis no comprimento de onda de 270 nm. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Definicio da fase movel

A coluna Kromasil CHI-TBB foi escolhida pois tem separado inimeros compostos
com estrutura quimica semelhante. Ela ja foi utilizada por outros alunos do Laboratério de
SeparacOes da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp para separacdo de outros
farmacos, como no trabalho de mestrado de Sartor (2006) e¢ de doutorado de Silva Jr.
(2006). Estando definida a FEQ, foram, entdo, realizados experimentos para definir a fase
moével. Nos primeiros experimentos utilizou-se como principal componente da fase mével o
hexano com a adi¢do de modificadores como THF, etanol, isopropanol e acetato de etila. A
Figura 5.1 apresenta um cromatograma na qual a fase mével foi composta exclusivamente
por hexano. Nota-se avaliando a resolucido (R) e o fator de separagdo (o) que esta foi

satisfatoria, com Ry igual a 1,76 e aigual a 1,11.
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Figura 5.1. Cromatograma de separagdo dos enantidmeros do mitotano. Fase mével 100 %

hexano, vazdo 1 mL/min e A = 270 nm.
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Com o objetivo de otimizar a separacdo levando-se em conta o tempo necessario
para isso, foram acrescentados modificadores a diferentes propor¢des. De acordo com
Francotte (2001) a redu¢@o no tempo de retencdo, em condi¢des de fases normais (fase
estaciondria mais polar que a fase movel), é geralmente atingida pelo aumento no volume
de modificadores polares, entretanto ndo € possivel prever como essas mudangas afetam a
resolucdo e o fator de separacdo. A Figura 5.2 apresenta os valores da resolucdo (R;) e os
valores dos fatores de retengdo (k;) utilizando THF a varias propor¢des para ambos o0s

enantidmeros (onde 1 € o enantidmero menos retido e 2 o mais retido).

3,00 2,00
- okl
2,75 Y A + 1,90
= k2
2,50 - . ARs + 1,80
225 + 1,70
2,00 - + 1,60
u A
1,75 + 1,50
g ¢ z
1,50 + 1,40
125 - + 1,30
PS A
1,00 + 1,20
|
0,75 | ry + 1,10
0,50 | : 1,00
0,25 1 1 1 1 0,90
1,0 5,0 10,0 15,0 20,0
% THF

Figura 5.2. k; e Rs em fun¢do da % de THF, vazao 1 mL/min e A = 270 nm.

Com a mesma intencdo de reduzir a varidvel tempo, foram realizados
experimentos com a adi¢do de dlcoois a fase moével. As Figuras 5.3 e 5.4 apresentam os
valores de Ry e k; para ambos os enantidmeros, utilizando etanol e isopropanol,

respectivamente.
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Figura 5.3. k; e Rs em fun¢do da % de etanol, vazdo 1 mL/min e A =270 nm.
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Figura 5.4. k; e Rs em func¢do da % de isopropanol, vazdao 1 mL/min e A =270 nm.
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Por fim, foi adicionado também acetato de etila com a finalidade de otimizagdo da

fase movel. A Figura 5.5 apresenta os valores de R e k;.

3,00 2,00
[ ekl
2,75 1 A + 1,90
m k2
2,50 - ¢ A ARs + 1,80
2,25 + 1,70
2,00 + 1,60
[ |
1,75 + 1,50
= * A E
1,50 - + 1,40
1,25 + 1,30
|
1,00 . + 1,20
0,75 + 1,10
0,50 + 1,00
0,25 | | 0,90
1,0 5,0 10,0
% Acetato de Etila

Figura 5.5. k; e Rs em fun¢do da % de acetato etila, vazao 1 mL/min e A = 270 nm.

A Tabela 5.1 apresenta os valores dos fatores de separacdo (o) para os

experimentos realizados.

Como pode ser observado para todos os casos os valores de k; diminuem com o
aumento do modificador, o aumento da polaridade da fase mdével e assim uma maior
competicdao pelos sitios de adsor¢do levaram a essa diminui¢do. Os valores de resolucdo
também diminuiram, exceto para o caso da adi¢do de 5 % de THF onde houve um ligeiro
aumento se comparado a 1%. Os valores de a ndo sofreram variacdes tdo elevadas ao se
comparar o mesmo modificador e o aumento da sua quantidade. Comparando-se os
resultados obtidos utilizando o etanol e o isopropanol nas mesmas propor¢des, melhores
valores de resolugdo e fator de separacdo foram obtidos com o uso do isopropanol, porém
os tempos de retencdo dos enantidmeros foram maiores. Isso ocorre pois o etanol possui um

parametro de polaridade maior que o isopropanol, como serd discutido posteriormente.
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Tabela 5.1. Valores de a calculados para os experimentos realizados com o objetivo de

otimizagao da fase movel.

a

P THF Etanol Isopropanol Acetato Etila
0,1 - 1,114 1,131 -
0,2 - 1,109 1,122 -
0,5 - 1,093 1,114 -

1 1,132 1,030 - 1,123

5 1,137 - - 1,130

10 1,132 - - 1,127

15 1,126 - - -

20 1,124 - - -

Para verificar como a quantidade e o tipo de modificador influénciam nos valores

de k; foi ajustado um modelo de acordo com Wewers; Dingene; Kinkel, 2005:

k, =k,, exp(~S 6) (5.1)

onde k,; representa o fator de retencdo do solvente puro, 0 a fragcdo do modificador e S o

fator forca peso do solvente (forca de eluicdo).

A forga cromatografica do solvente € atribuida em funcdo da polaridade da fase
movel. Dessa forma, o solvente denomina-se forte quando possui grau de polaridade
semelhante ao da fase estaciondria, caso contrdrio, denomina-se fraco. A retencdo de um
componente € controlada pela for¢a do solvente. Em cromatografia liquida de fase normal,
na qual a fase estaciondria € mais polar que a fase movel, solventes polares sdao
denominados fortes e os mais apolares sdo fracos. (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
2006)
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A Figura 5.6 mostra o ajuste das variagdes dos fatores de retencdo com a

quantidade de modificador de acordo com a equagdo 5.1 para os dados de k obtidos

experimentalmente, para os modificadores THF, etanol, isopropanol e acetato de etila.

3,00 3,00
275 \e ®  enantibmero menos retido 2753 enantidmero menos retido
®  enantidbmero mais retido enantidbmero mais retido
250 T\ m 2,504
2,25 2,25 \.
2,00 2,00
1,754 1,75
=< 1,50 X 150
1,254 1,25+
1,00 1,00
0,75 0,75
0,50 0,50
025 ; : T y 025 y y
0 5 10 15 20 0,0 0,2 0,4 0,6
% THF % Etanol
3,00 3,00
2753 = enantidmero menos retido 2753 ° = enantidmero menos retido
2504 ®  enantidmero mais retido ' ®  enantidmero mais retido
5 - 2,507
TN e
2,25 ~_ O~ 2,25+
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: e T 2,00
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2 1,50 T 1,50
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Figura 5.6. Variacao do fator de reten¢cdo dos enantidmeros com a quantidade de

modificador.

A Tabela 5.2 apresenta os valores de k, e S obtidos pelo ajuste, juntamente com
seus erros, para os modificadores THF, etanol, isopropanol e acetato de etila para ambos os
enantiomeros, onde 1 é o enantidmero menos retido e 2 o mais retido. Essa tabela também

apresenta os parametros de polaridade (¢°) para os modificadores puros segundo Snyder
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para cromatografia por adsorcdo (Fonte dos valores de ¢°: JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

Tabela 5.2. Valores de k, e S para ambos os enantiomeros para os modificadores

estudados.
Ko Koz S S2 €°
THF 2,59+£0,08 | 2,92+0,05 | 0,084 £0,004 | 0,084 0,004 | 0,57
Etanol 246 +£0,12 | 2,77 £0,08 1,50 £ 0,22 1,60 £0,16 0,88

Isopropanol 2,45+£0,08 | 2,75+0,08 1,15+ 0,17 1,15+£0,15 0,82

Acetato de Etila | 2,65+0,11 | 2,96 +0,11 | 0,096 +0,012 | 0,095+0,011 | 0,58

A partir da Tabela 5.2 pode-se observar que os valores de k, para o enantiomero
menos retido ficaram préximos de 2,54 e para o mais retido de 2,85, esse parametro indica
o fator de reten¢do utilizando hexano puro. Ja os valores de S para um mesmo modificador
ficaram préximos para ambos os enantidmeros, o que era esperado visto que a forgca peso
do solvente € uma propriedade do modificador organico. O maior valor de S obtido foi ao
se utilizar como modificador o etanol, o que ji era esperado visto que esse solvente
apresenta um maior parametro de polaridade, enquanto que o menor valor obtido foi ao se

utilizar THF, que apresenta um £° menor.

Através das expressdes de k obtidas pelo ajuste foi possivel calcular os valores de
o e comparar com os valores desse parametro obtidos experimentalmente. A Figura 5.7
apresenta os valores de a calculados pelo modelo e os obtidos experimentalmente. Pode-se
verificar que os valores de o ndo possuem uma variacdo muito elevada para um mesmo
modificador e a variagdo de sua quantidade, como ja observado na Tabela 5.1. Os valores

calculados ficaram proximos dos obtidos experimentalmente.
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Figura 5.7. Variagao do fator de separacgdo calculados e obtidos experimentalmente com a

quantidade de modificador.

Em seguida foram realizados experimentos utilizando o HFE-720 3M e a adi¢do
de modificadores. Esse solvente foi escolhido, pois segundo Kagan (2001) ele ¢ uma
alternativa a utilizacdo do hexano em cromatografia liquida em fase normal, sendo um

fluido que ndo atinge a camada de ozonio. E ndo inflamdvel, ndo irritante, ndo téxico e nao

tem propriedades mutagénicas, além de ser de fécil recuperacdo em escala laboratorial. O
valor comercial desse solvente, porém, ¢ bem mais elevado se comparado ao solvente
hexano. Kagan (2001) utilizou como fase mével HFE-720 3M e metanol na separacdo de

esteroides, benzodiazepinas, misturas de purinas e pirimidinas, entre outros compostos em

87




Resultados e Discussdes

colunas Chiracel. Ele obteve uma melhora do fator de separagdo (seletividade) para alguns
casos ao utilizar esse solvente ao invés de hexano. Os valores de Rg, k; € a obtidos em
alguns dos experimentos realizados com esse solvente adicionando diferentes propor¢des

de THF, etanol e a acetato de etila estdo apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Valores de Ry, k; e o obtidos para os alguns dos experimentos realizados com

HFE-720 3M e modificadores.

R k, k, o
5% THF 1,544 6,814 1,474 1,097
20% THF 1,036 2,159 2,321 1,075
5% Etanol - 3,891 4,065 1,045
10 % Acetato Etila 1,477 4,451 4,883 1,097

Como pdde ser observado na Tabela 5.3 os valores de k;, utilizando 5% de THF,
5% de etanol e 10% de acetato de etila, sio bem mais elevados se comparados aos
experimentos realizados utilizando hexano como solvente, indicando que para alguns casos
provavelmente a fase movel possui uma polaridade resultante menor. Pode-se notar
também que os valores de resolucdo nido foram melhores, apesar dos valores de k; ndo
serem tdo elevados ao utilizar 20% de THF a resolucdo obtida foi baixa. Os valores de a

também foram mais baixos.

Avaliando Ry, kj e a obtidos experimentalmente, verificou-se que os melhores
valores desses parametros foram otidos ao se utilizar como fase mével 95% de hexano e
5% de THF e 95% de hexano e 5 % de acetato de etila. Como o valor comercial do acetato
de etila € menor do que do THF escolheu-se como fase mével (FM) uma solucdo de 95 %

de hexano e 5% de acetato de etila para a realiza¢do de todos os experimentos.
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5.2. Avaliacao da resposta do sistema de deteccao

Realizou-se uma varredura em espectofotdmetro UV-Vis com a mistura
enantiomérica do mitotano em concentragdo total de 0,2 mg/mL. Os resultados de
absorbancia para a mistura foram realizados na faixa de comprimento de onda de 230 a 300
nm. A curva de absorbancia em fungdo de A apresentou varios pontos de maximo, sendo
dois deles valores préoximos a 270 nm. Foi escolhido, entdo, o comprimento de onda de 270

nm para todos 0s experimentos.

5.3. Ordem de eluicao

A defini¢do da ordem de elui¢do dos enantiomeros foi determinada utilizando-se
um sistema de detec¢do baseado em dicroismo circular (DC) e UV-Vis. Na aplicacdo do
dicroismo circular para andlise de misturas enantioméricas, os sinais obtidos sao
proporcionais a diferenca de concentragdo entre os dois enantiomeros (BLANCO et al.,
2001). Na ocasido de separagdo, cada enantidmero dard uma resposta caracteristica, sendo

esta positiva ou negativa, dependendo do tipo de detector usado.

A Figura 5.8 mostra o perfil de elui¢do dos enantidmeros, onde o sinal do DC
(dicroismo circular) e UV estdo em mV. Nota-se que o enantidmero menos retido
proporciona rotacdo negativa do plano da luz. Desta forma, percebe-se que o primeiro
componente a sair da coluna trata-se do S (-)-mitotano. Por consequéncia, o mais retido

apresenta rotagdo positiva para o plano da luz e refere-se ao R (+)-mitotano.

E importante ressaltar que para proceder esse experimento foi realizado uma
adaptacdo no sistema cromatografico. Por esta razdo, o volume morto do sistema resultante
¢ bem maior que o apresentado no sistema cromatografico utilizado nos demais

experimentos. Isto explica os maiores tempos de retengdo para os componentes.
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Figura 5.8. Cromatograma mostrando a ordem de eluicdo dos enantiomeros do mitotano.

Vigj =200 pL, Q = 2,0 mL/min e A = 270 nm.

5.4. Parametros de separaciao cromatografica

As Figuras 5.9 e 5.10 apresentam os cromatogramas do composto inerte TTBB e
dos enantiomeros do mitotano, respectivamente. Nota-se na Figura 5.9 que o tempo de
retencdo e largura da base do pico de eluicdo sdo relativamente pequenos. Este resultado é
esperado, visto que se trata de um composto que ndo sofre interagdes estereosseletivas com
a FEQ. Na Figura 5.10, as larguras das bases dos picos de elui¢do dos enantiomeros sao
maiores que a do TTBB, demostrando as diferencas no processo de eluicdo entre o
composto inerte e os que sofrem interacdes com a fase estaciondria. As diferentes
interacdes estéricas existentes entre os enantiomeros do mitotano e a FEQ resultam em
mecanismo de reten¢do que promovem a sua separacdo. Porém, as larguras das bases para

os enantiomeros sdo relativamente pequenas, indicando que a eficiéncia da coluna ¢ alta e
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que a transferéncia de massa deve ser rdpida. Com o objetivo de averiguar como estas
interacdes se comportam em condi¢Oes experimentais adversas, foram analisados os

parametros de separacdo em diferentes vazdes da fase mdvel e temperaturas.

Resposta Detector (AU)

Tempo (min)

Figura 5.9. Cromatograma do composto inerte TTBB. crrgg = 1,0 mg/mL e Q = ImL/min.
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Figura 5.10. Cromatograma da separacdo dos enantiomeros do mitotano. Cpistura = 0,2

mg/mL e Q = ImL/min.
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A Tabela 5.4 apresenta os parametros cromatograficos de cada composto em
diferentes vazdes a 25 °C. Os fatores de reten¢do (ki) apresentam valores médios de 1,623 e
1,832 para os enantiomeros S-(-) e R-(+), respectivamente. Os fatores de assimetria (As)
apresentaram-se proximos a unidade, mostrando comportamento préximo ao Gaussiano. O

valor de a mostrou-se proximo de 1,129.

Tabela 5.4. Parametros cromatograficos para os enantiomeros do mitotano em diferentes

vazoes de fase movel a 25 °C.

Q (mL/min) k, kg Asg Asg o
1,0 1,603 1,805 1.035 1,055 1,126
2,0 1,622 1,829 0,993 1,022 1,128
3,0 1,654 1,870 ) - 1,131
4,0 1,614 1,823 ; - 1,129

Outra vdriavel importante a ser determinada para se avaliar a separacdo € a
resolucdo (R;), que engloba parametros de eficiéncia, retencao e seletividade. A resolucdo
foi avaliada nas diferentes vazdes e temperaturas como pode ser visto na Figura 5.11. Para
as condicdes analisadas houve diminui¢do da resolugdo provocada tanto pelo aumento da
vazao quanto pelo aumento da temperatura. Para uma mesma temperatura os valores k e o
permanecem praticamente constantes ao aumentar-se a vazao, ja o numero de pratos tende a
diminuir, ocasionando assim uma diminuicdo na resolucdo. Dentro das condig¢des

experimentais estudadas, valor 6timo de resolucdo foi obtido em 1,0 mL/min e 25 °C.

A Figura 5.12 mostra como o aumento da temperatura pode diminuir os tempos de
retencdo dos enantiomeros nas diferentes vazoes, isso ocorre provavelmente porque hd uma
reducdo da viscosidade da fase mdvel aumentando a velocidade de interacdo do composto
com a FEQ. A aproximacdo dos picos com o aumento da temperatura (diminui¢do dos
fatores de separagdo) e a redugdo nos tempos de retencdo acarrretaram em uma diminui¢dao
da resolucdo, pode-se observar também um menor alargamento dos picos com o aumento

da temperatura, indicando maiores valores de nimero de pratos.
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Figura 5.12. Variacio do tempo de retenc@o dos enantidbmeros com a temperatura para

diferentes vazdes. Simbolos preenchidos para o S-(-) e vazados para o R-(+)

A Tabela 5.5 apresenta a influéncia da temperatura sobre os pardmetros

cromatograficos, mantendo-se a vazdo de fase moével constante em 1,0 mL/min.
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Tabela 5.5. Efeito da temperatura nos parametros de separacdo, Q = ImL/min.

T (°C) kq kg a
25 1,603 1,805 1,126
35 1,284 1,421 1,107
45 1,131 1,225 1,083
55 0,955 1,019 1,067

Os experimentos realizados na temperatura de 25 °C proporcionaram, para os dois
enantidmeros, maiores valores de k; que diminuiram com a elevacdo da temperatura.

Comportamento semelhante pdde ser notado para a.

5.5. Determinacao das porosidades, constantes de equilibrio e constantes de Henry

A porosidade total da coluna (er) a 25 °C foi determinada pela equacdo 3.17 de
acordo com a metodologia proposta. O valor alcancado para a temperatura de 25 °C foi de
0,598, com coeficiente de correlacdo de 1. A Figura 5.13 apresenta o grifico do primeiro
momento, que € igual ao tempo de retencdo do TTBB, em funcdo de L/u. A inclinacdo da

reta forneceu o valor da porosidade total.

Tendo-se a porosidade total e a porosidade do leito (¢ = 0,380), pode-se determinar
a porosidade da particula de acordo com a equagdo 3.11. Obteve-se €p igual a 0,352. Este
valor corresponde a fragdo de vazios das particulas que compde a fase estaciondria que

recheia a coluna cromatogréfica.

Os valores das constantes de equilibrio dos enantidmeros do mitotano foram
determinadas através da constru¢do do grafico do primeiro momento em fungdo de L/u e a
equacgdo 3.17, onde u,=u/ €. Esses graficos estdo apresentados nas Figuras 5.14, 5.15, 5.16 e

5.17, para as temperaturas de 25 °C, 35 °C, 45 °C e 55 °C, respectivamente.
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Figura 5.13. Primeiro momento para o composto inerte TTBB a 25 °C.
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Figura 5.14. Primeiro momento para os enantiomeros do mitotano a 25 °C.
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Figura 5.15. Primeiro momento para os enantiomeros do mitotano a 35 °C.
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Figura 5.16. Primeiro momento para os enantiomeros do mitotano a 45 °C.
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Figura 5.17. Primeiro momento para os enantiomeros do mitotano a 55 °C.

96




Resultados e Discussdes

A Tabela 5.6 apresenta os valores de K nas temperaturas estudadas. Nota-se que os
coeficientes de correlacdo se mostraram muito proximos a unidade, indicando que os
pontos experimentais foram bem ajustados a uma reta. Como esperado, o enantiomero R-
(+) apresenta maiores valores de K, comprovando sua maior intera¢do com o material

adsorvente. Esses valores diminuiram com o aumento da temperatura.

A temperatura influencia diretamente nas propriedades fisicas tanto do material
adsorvente quanto dos solventes que compdem a fase mdvel. Como a retencdo de um
componente é governada por interagdes variadas entre o soluto, o adsorvente e a fase fluida,

a elevagdo da temperatura acaba refletindo na intensidade de interacao dos enantiomeros.

Tabela 5.6. Valores de K para os enantiomeros do mitotano a diferentes temperaturas.

T (°C) Ks R’ K R’
25 1,86 0,999 2,05 0,999
35 1,59 0,999 1,72 0,999
45 1,42 0,999 1,51 0,999
55 1,20 0,999 1,26 0,999

A Tabela 5.7 apresenta os valores das constantes de Henry calculados a partir dos
valores de K obtidos e a equagdo 3.21. Os valores de H diminuem com a temperatura, isto
mostra que a temperatura influéncia no mecanismo de adsor¢do dos enantidmeros, 0s
decréscimos sdo diferentes para cada enantidomero, mostrando que a retencdo do
enantidmero R € mais influénciada pela temperatura que o S. O aumento da temperatura
provoca dimuicdes das interacdes dos solutos com a fase estaciondria e também da
viscosidade da fase movel, levando uma diminui¢ido dos seus tempos de retencdo e assim
de H. As constantes de Henry sdo parametros fundamentais para o projeto das condi¢des

operacionais do sistema LMS.

Tabela 5.7. Valores de H para os enantidmeros do mitotano em diferentes temperaturas.
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T (°C) Hg Hg
25 2,33 2,62
35 1,92 2,11
45 1,65 1,79
55 1,31 1,40

5.6. Determinacio dos parametros de transferéncia de massa

A eficiéncia da separacdo da coluna cromatografica pdde ser avaliada a partir da
andlise de H, que € determinado a partir do nimero de pratos (N), por meio da equacdo 3.3.
A Tabela 5.8 apresenta os valores de N nas faixas de vazdes e temperaturas estudadas. Os
altos valores de N alcancados revelam alta eficiéncia de separac¢do da coluna, destacando
valores superiores a 10000 para vazdo de ImL/min e temperatura de 45 °C. Observa-se
que, a uma mesma vazdo, os valores de N aumentam com o aumento da temperatura
(exceto para a vazdo de 0,5 mL/min), isso porque houve uma diminui¢do mais acentuada na
largura da base do pico do que no tempo de retencdo dos enantidmeros (equagdo 3.2). A
uma temperatura de 25 °C os valores diminuiram com o aumento da vazao, isso ocorre uma
vez que ha diminui¢do do tempo de reten¢do dos enantidmeros. Para as temperaturas de 35
°C e de 45 °C primeiro hd um aumento dos valores de N e depois uma diminui¢do, isso
porque a velocidades muito baixas da fase mével (0,5 mL/min) hd uma maior difusdo axial

das moléculas de soluto na fase mével, diminuindo a eficiéncia da separacao.

O TTBB, por ser um composto inerte, ndo sofre interagdes com a FEQ e possui
elevados valores de N. Dentro da faixa de temperatura e vazdo empregadas na realizacdo
dos experimentos, os valores de N encontrados nos experimentos com o TTBB excederam
12000 pratos. Um prato equivale a um estagio de equilibrio entre o soluto e a FEQ, e a FM.
Com a elevagdo da temperatura mais estagios de equilibrio acontecem, aumentando assim a
eficiéncia de separacdo. Quanto mais largo for o pico e menor o tempo de reten¢cio menor

serd o numero de pratos com menor eficiéncia de separacao.
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Tabela 5.8. Numero de pratos em diferentes vazdes e temperaturas.

(mL(/Qmin) e Ns Ne (mL?min) e Ns Ne
25 9324 9411 25 4921 4800
0,5 35 9253 8893 3.0 35 5661 5600
45 8486 8374 45 5968 5730
25 9176 8900 25 3904 3867
1,0 35 9629 9349 4,0 35 4603 4403
45 10250 9684 45 4259 3670
25 6588 6366
20 35 7470 7236
45 8055 7820

A partir dos valores apresentados na Tabela 5.8, a equacao 3.3 foi utilizada para o

célculo dos valores de H. As Figuras 5.18, 5.19 e 5.20 mostram a dependéncia de H com a
velocidade superficial de escoamento (u) para os enantidmeros S-(-) e R-(+), nas
temperaturas de 25 °C, 35 °C e 45 °C, respectivamente. Para a faixa de vazdo estudada
observou-se que os termos A, B e C da equacdo de van Deemter (equacdo 3.25) foram
considerados no ajuste. Experimentos com vazao de fase movel menor que 0,5 mL/min nao
foram realizados pois os tempos para a realizacdo desses seriam muito longos, o que

demandaria um grande consumo de solvente.
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Figura 5.18. Curvas de van Deemter para os enantidmeros S-(-) (simbolos m) e R-(+)

(simbolos @) na temperatura de 25 °C.
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Figura 5.19. Curvas de van Deemter para os enantidmeros S-(-) (simbolos m) e R-(+)

(simbolos @) na temperatura de 35 °C.
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Figura 5.20. Curvas de van Deemter para os enantiomeros S-(-) (simbolos m) e R-(+)

(simbolos @) na temperatura de 45 °C.

Os parametros A, B e C da equacdo de van Deemter estdo representados na Tabela

5.9 para os dois enantiomeros em diferentes temperaturas, juntamente com as respectivas

estimativas dos desvios padroes.

Tabela 5.9. Parametros da equacdo de van Deemter para os enantiomeros do mitotano.

S ()
T°C A B C
25 6,9x10*+1,0x10° | 82x10°+92x10° | 1,1x10°+32x10°
35 79x10°+7,0x10° | 8,6x10*+50x10° | 88x10*+2,0x 107
45 50x10*+88x10* | 1,1x10°+6,1x10* | 9,5x10*+1,9x 10"
R (+)
T°C A B C
25 9,7x10*+6,0x10° | 6,4x10*+40x10° | 1,1x10°+1,0x 107
35 6,8x10*+1,2x10* | 9,8x10%+£9,0x10° | 94x 10" +3,0x 107
45 68x10*+1,8x10° | 92x10%+1,3x10° | 1,0x10°+3,9x 10™

101




Resultados e Discussdes

Os valores de A estdo relacionados a difus@o turbilhonar e também dependem dos
diametros das particulas. Com o aumento da temperatura os valores de A devem aumentar
devido a uma menor viscosidade da fase moével o que ocasiona uma maior difusdo
turbilhonar das moléculas. A partir da Tabela 5.9 pode-se observar que A sofre pequenas
variagdes com a temperatura. O termo B estd relacionado a difusividade molecular. Quando
a temperatura aumenta a difusividade das moléculas aumenta acarretando em um aumento
do valor de B. Os valores de B presentes na Tabela 5.19 também sofrem pequenas
variagdes com a temperatura. Os valores de C estdo relacionados as constantes de equilibrio
e os coeficientes globais de transferéncia de massa. Ao aumentar-se a temperatura as
constantes de equilibrio diminuem como visualizado na Tabela 5.6. Os coeficientes globais
de transferéncia de massa aumentam visto que a viscosidade da FM diminui, assim hd uma
menor resisténcia a transferéncia de massa. Portanto os valores de C devem diminuir com o
aumento da temperatura de acordo com a equacdo 3.28. Os valores de C também ndo

sofreram grandes variacOes nas temperaturas estudadas.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5.9 pdde-se calcular os valores dos
coeficientes de dispersdo axial (Dr) e parametros de transferéncia de massa (k,,), mostrados

na Tabela 5.10.

Os valores de Dp apresentaram-se relativamente baixos, demonstrando pouca
influéncia da dispersdo axial na eluicdo dos enantiomeros. Seus valores tiveram pouca
variagdo com a temperatura indicando que para esse sistema a dispersao axial pode ser
desprezada, mesmo a temperatura de 45 °C na qual com a elevagdo da temperatura os

valores de D; normalmente sdo maiores.
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Tabela 5.10. Coeficientes de dispersao axial e pardmetro de transferéncia de massa global

para os enantidmeros do mitotano.

S-(-) R-(+)

T(°C) Dy (cm*/min) Ky(min™) Dy (cm*/min) Ky(min™)
25 4,10 x10™+3,45x10™u 341,96 3,20 x10™+4,85 x10™u 334,41
35 4,30 x10+3,95x10u 456,02 4,90 x10™+3,40 x10™u 411,90
45 5,50 x10*+2,50x10™u 442,86 4,60x10™+3,40x10™*u 410,37

A ordem de grandeza alcancada para k,, revela baixa resisténcia a transferéncia de
massa para ambos 0s enantidmeros em seus processos de elui¢dao pelo leito recheado nas
temperaturas estudadas, favorecendo a alta eficiéncia da coluna quiral. O aumento da
temperatura ocasiona um aumento na difusividade molecular o que acarreta em menor
resisténcia a transferéncia de massa e assim maiores valores de k. Se experimentos a
vazOes mais baixas que 0,5 mL/min fossem realizados talvez os parametros da equacdo de

van Deemter pudessem ser melhores estimados.

A Tabela 5.11 apresenta os valores de k;, para o mitotano, bupivacaina (SILVA
JR., 2006) e rolipram (SARTOR, 2006) para efeitos comparativos de diferentes substancias

nos valores de transferéncia de massa global utilizando a mesma coluna cromatogréfica.

As ordens de grandeza alcancadas para os valores de k;, sdo praticamente as
mesmas para todas as trés substiancias comprovando que a coluna possui uma baixa

resisténcia a transferéncia de massa.
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Tabela 5.11. Coeficientes de transferéncia de massa global para os enantidmeros do

mitotano, bupivacaina e rolipram.

mitotano bupivacaina rolipram
TCC) | kps(min™) | kyr(min™) | kyr(min™) | kps(min™) | kpg(min™) | kpr(min™)
25 342 334 199 150 290 220
35 456 412 250 210 385 317
45 443 410 330 290 444 367

5.7. Analise TermodinaAmica

Os parametros termodindmicos de adsorcdo foram determinados pelo gréfico de

van’t Hoff, de acordo com as equagdes 3.31 e 3.33. Os coeficientes angulares e lineares

dados pela relacdo linear do grafico de In k; por 1/T permitem o cédlculo da entalpia e

entropia, respectivamente, para os enantidomeros no processo de transferéncia entre as fases

moével e estaciondria. Esta relacdo, para vazdo de 1 mL/min, é mostrada na Figura 5.21

uitilizando a FM escolhida e na Figura 5.22 utilizando como fase mével 95% de hexano e

5% de THF para efeitos comparativos.
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Figura 5.21. Dependéncia do fator de separag@o dos enantiomeros do mitotano com a

temperatura, fase movel 95% hexano e 5% acetato etila.
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Figura 5.22. Dependéncia do fator de separagcdo dos enantidmeros do mitotano com a

temperatura, fase mével 95% hexano e 5% THF.

Os valores obtidos para os parametros termodinamicos siao apresentados na Tabela

5.12.
Tabela 5.12. Parametros termodindmicos para os enantidomeros do mitotano.
AH°(kJ/mol) | AH°(kJ/mol) R? AS°s(J/mol) AS°r(J/mol) R?
Acetato -13,80 -15,31 0,992 -46,52 -50,59 0,994
THF -15,60 -17,22 0,999 -51,72 -56,11 0,999

Os coeficientes de correlagio (R?) apresentados na Tabela 5.12 demostram que os

parametros termodinamicos foram calculados a partir de retas bem ajustadas aos dados

experimentais. Os valores negativos de AH® indicam que € favordvel energeticamente ao

soluto adsorver-se a fase estaciondria. Os valores negativos mais acentuados utilizando

como modificador o THF € devida uma maior interacdo adsortiva dos enantidmeros ao

utilizar essa fase movel, ocasionando um maior tempo de residéncia dos enantidmeros na

coluna. Os valores negativos mais acentudos para o enantidmero R-(+) sdo por conta de
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uma maior interacdo adsortiva. Os valores negativos de AS° s@o indicativos de um aumento
de ordem do sistema cromatogrifico quando o soluto € transferido da fase mével para a
fase estaciondria. Os valores negativos mais acentuados utilizando como modificador o

THF mostra que esse aumento de ordem € maior ao se utilizar essa FM.

A diferenca relativa na separacdo dos enantiomeros € observada pelo grifico de

Ina em funcao de 1/T, como é mostrado na Figura 5.23

014 0,14
0,13 0,13
0,12 0,12
0,11 0,11
(]
3 0,104 =3 0,10
< o
0,09 1 0,09
0,084 0,08
0,07 007
006+ 11— 06— T T T T T
0,00305 0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00300 0,00305 0,00310 0,00315 0,00820 0,00325 0,00330 0,00335
1T(/K) 1TA/K)

Figura 5.23. Dependéncia do fator de separag@o dos enantiomeros do mitotano com a

temperatura, modificador acetato de etila (simbolos m) e modificador THF (simbolos e).

Tabela 5.13. Parametros termodindmicos e temperatura enantiosseletiva.

AAH®g(kJ/mol) | AAS°s(J/mol) | Tis(K) R’

Acetato -1,53 -4,14 370,11 | 0,999

THF -1,60 -4,30 371,05 | 0,998

Os coeficientes de correlacdo apresentados na Tabela 5.13 demonstram que os

parametros termodinamicos foram calculados a partir de retas bem ajustadas aos dados
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experimentais. Os valores negativos de AAH® e AAS® significam que a enantioseparacio €
controlada entalpicamente. A temperatura isoenantiosseletiva calculada foi de 96,85 °C e
97,90 °C para o modificador acetato de etila e THF, respectivamente. Isso significa que a
partir desta temperatura hd uma inversdo na ordem de elui¢do dos enantidmeros. No
entanto, experimentos nesta temperatura ndo sdo convenientes, pois podem degradar o
soluto e danificar o recheio da coluna. Como a faixa de temperatura utilizada € menor que a

Tiso, 1850 também indica que o sistema € controlado por efeitos entdlpicos.

A andlise dos parametros de transferéncia de massa, bem como dos parametros
termodinamicos revelaram que o fendmeno limitante para a separacdo dos enantiomeros do
mitotano na fase estaciondria em estudo € dado pelo equilibrio de adsor¢do, uma vez que a

resisténcia a transferéncia de massa é baixa.

5.8. Isotermas de adsorcao

A partir das curvas de isotermas de adsorcdo, pode-se obterem informagdes a
respeito do equilibrio que se estabelece para os enantidmeros, entre as fases moével e
estaciondria, durante a passagem pelo leito recheado. Os experimentos para a obtencdo das
isotermas foram realizados utilizando-se o método da andlise frontal, na temperatura de 25

°C e vazao de 1,0 mL/min.

As frentes de adsorcdo e dessorcdo na elui¢do dos enantidmeros pela coluna

cromatogréfica podem ser observadas na Figura 5.24.
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Figura 5.24. Curvas de ruptura para os enantidmeros do mitotano com concentracio de

alimentacao de 1g/L.

A partir da Figura 5.24 pode-se observar que hd um rdpido deslocamento
praticamente sem inclinacdo, até a formacdo do platé intermedidrio. Durante a formagao
desse platd intermedidrio, apenas o enantidomeros menos retido foi eluido. Antes da
completa saturacdo da coluna (antes de atingir o equilibrio), hd um novo deslocamento,
com a eluicdo de ambos os enantidmeros. Na etapa de dessor¢do também foi observada a
formacdo de um platd intermedidrio correspondente ao enantidmero mais retido. Estes
comportamentos foram observados para todos os experimentos realizados nas diferentes
concentracdes estudadas, porém com o platd intermedidrio mais visivel a baixas

concentragoes.

As isotermas de equilibrio obtidas para os enantidbmeros do mitotano na
temperatura de 25 °C e vazdes de ImL/min sdo apresentadas na Figura 5.25. A
concentracio de soluto adsorvida na fase estaciondria (q) em equilibrio com a concentragao

de soluto na fase movel (c), para cada enantidmero foi calculada pela equacdo 3.46.
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Figura 5.25. Isotermas de adsorcao dos enantiomeros do mitotano obtidos pelo método da

analise frontal.

Os pontos experimentais foram ajustados por um modelo de Langmuir para os dois
enantidmeros. A Tabela 5.14 apresenta os resultados referentes aos coeficientes a e b da
equacdo 3.47 com suas respectivas estimativas dos desvios padrdes, bem como a

capacidade de saturacdo da fase estaciondria (qgar)-

Tabela 5.14. Coeficientes da isoterma dos enantidmeros do mitotano.

a b (L/g) Qsai(g/L)
S-(-) | 2,75+0,06 | 0,048 £0,005 | 57,67
R-(+) | 2,88 +0,04 | 0,047 £0,003 | 61,53

Comparando-se os valores de a da Tabela 5.14 com os valores das constantes de

Henry da Tabela 5.7, o erro relativo para o enantiomero S-(-) foi igual a 18% e para o R (+)

igual a 10 %. Esses erros estdo relacionados provavelmente ao método de estimativa dos

parametros da isoterma.
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5.9. Estudo de sobrecarga

5.9.1 Operacao em batelada

A Figura 5.26 apresenta os cromatogramas obtidos para as diferentes
concentracOes de alimenta¢do da mistura racémica (cg) (10 g/L, 50 g/L e 100 g/L). Os
experimentos foram conduzidos com injecdo de 20 pL da amostra e vazao de ImL/min.
Pode-se notar leve diminui¢do nos tempos de reten¢do a medida que a concentracdo foi
aumentada. Estes resultados ja eram esperados, pois com o aumento da concentracdo ha
maior quantidade de moléculas competitindo pelos sitios de adsor¢do disponiveis e a
saturacdo da coluna tende a acontecer mais rapidamente. Observando a largura dos picos na

base, nota-se que houve um leve aumento, aumentando a assimetria.

1,6- 7C=1Og/|_

14

1,2—-
101
0,8—-
0,6—-

04-

Resposta do detector (AU)

0.2+

00

Termpo (min)

Figura 5.26. Cromatogramas obtidos na separacdo da mistura enantiomérica em diferentes

concentracdes de alimentagao.
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A partir dos cromatogramas obtidos com o estudo de sobrecarga foram calculadas
as varidveis desempenho dadas pelas equacdes 3.49 e 3.50 para avaliar a separacdo em
batelada. Para isso foram calculadas as concentragdes e as massas de cada enatidmero como
funcdo do tempo atrives da resolucdo numérica da equacdo 3.42 juntamente com a
condicdo inicial (equacdo 3.44), as condi¢des de limite (equagdes 3.45 e 3.48) e os
parametros das isotermas. As varidveis desempenho para as concentragdes da mistura
racémica de 10, 50 e 100 g/L estdo apresentadas na Figura 5.27. Cada ciclo corresponde a

uma injecao da mistura racémica.

180,00 1,00
m CD (L/g)
160,00 1 4 ¢ + 0,90
¢ Prod (mg/ciclo) 1
140,00 - 0,80
+ 0,70
120,00 - oo v
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= + 0,50 2
O 80,00 * &
040 g
60,00 - L 030
40,00 ] - 1 0’20
20,00 + . n + 0,10
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0,00
0 20 40 60 80 100 120

Concentra¢do de alimentacdo (g/L)

Figura 5.27. Consumo de dessorvente e produtividade em fun¢do da concentragio de

alimentacdo da mistura racémica.

A Tabela 5.15 apresenta as produtividades de cada enantidmero em gramas por dia
em diferentes concentragdes da mistura racémica na alimentacdo. Os cdlculos foram
realizados para operacdes em bateladas seguidas, para isso faz—se necessdrio o uso de um

equipamento de HPLC que possua coletores para as fracOes de saida e injecdes automaéticas
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da amostra com intervalo de tempo programado entre uma inje¢do e outra.

Tabela 5.15. Produtividade de cada enantiomero em diferentes concentracdes da mistura

racémica na alimentagdo para operacdo em batelada.

cg (g/L) Prod (g/dia)
10 0,009
50 0,044
100 0,087

5.9.2. Estudo visando a separacao continua em Leito Mével Simulado

A regiao de separacdo dos enantiomeros foi determinada pela teoria do equilibrio

(método do tridngulo) para equilibrio linear e ndo linear. Essa teoria foi utilizada visto que

as colunas do tipo Kromasil CHI-TBB sdo colunas muito eficientes como podde ser visto na

Tabela 5.8, através do elevado nimero de pratos (N). Devido aos valores elevados de N e

ky e aos baixos valores de Dy pode-se desprezar os efeitos de dispersdo e de resisténcia a

transferéncia de massa e assim adotar a teoria do triangulo. Foram geradas vdrias regides de

separacdo no plano (mp, ms3) para diferentes concentracdes de alimentagdo da mistura

racémica (cg) (0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 g/L). Estas regides sdo apresentadas

na Figura 5.28.
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Figura 5.28. Regides de separacido dos enantidmeros no plano (mp, msz) de acordo com a

teoria do equilibrio para vdrias concentragdes de alimentagdo da mistura racémica.

Os pontos nos vértices dos tridngulos representam as condi¢des de operacdo
Otimas de separacdo em termos de consumo de solvente e produtividade por unidade de
massa de fase estaciondria. A Tabela 5.16 apresenta os valores de m, e mj3 para as

diferentes concentracdes de mistura racémica nesses pontos 6timos.
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Tabela 5.16. Valores de m; e m3 obtidos pela teoria do tridngulo nas condi¢des de operacao

otimas.

cr (g/L) mp ms ms-my

0,25 2,32 | 2,59 0,27
0,50 2,30 | 2,56 0,26
1,00 2,29 | 2,51 0,23
2,50 2,25 | 2,41 0,16
5,00 2,23 | 2,34 0,10
10,00 2,22 | 2,28 0,06
15,00 2,21 | 2,25 0,04
20,00 2,21 | 2,24 0,03

Pode-se observar que com o aumento na concentracdo de alimentacdo da mistura a
interseccdo da regido de completa separacao com a diagonal no plano (m;, m3) permanece a
mesma para qualquer valor de concentracdo na alimentacdo. Quando os pontos de
operacdes se tornam mais proximos da diagonal a diferenca entre m3 e m, se aproxima de
zero, assim como a vazado de alimentacdo. Sob essas condicdes, apesar da concentracdo da
mistura ser maior, a concentracdo dos componentes a serem separados dentro da unidade é
pequena. Quando a concentracdo de alimenta¢do aumenta, a posicao do ponto de operagdao
6timo muda movendo-se em direcdo ao canto esquerdo inferior do plano (my, m3). Ao
mesmo tempo a regido de completa separagcdo se torna pequena e ‘afinada’ com uma longa

cauda orientada em direcdo ao canto superior direito do plano (m;, m3).

Outras informagdes importantes referentes ao ponto de operagdo 6timo podem ser
obtidas através do cdlculo da produtividade e do consumo de solvente quando a
concentracdo de alimentacdo aumenta. Com os valores de m; e de mj3 calcularam-se as
vazdes nas secdes 2 e 3, respectivamente de acordo com a Equacdo 3.52. Para calcular as
vazdes das se¢des 1 e 4, atribuiram-se valores as vazdes nessas se¢des e calcularam-se os
valores de m; e de m4 pela mesma Equagdo 3.52, de tal forma que eles obdecessem as
restri¢des dadas pela Equacdo 3.53. Os resultados para um mesmo tempo de troca (t*) de

15 minutos, vazao na secdo 1 e na secdo 4 estdo apresentados na Tabela 5.17.
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Tabela 5.17. Vazdes nas se¢des para diferentes concentracdes de alimentagdo.

Cp

(g/L) | Q;(mL/min) | Qx(mL/min) | Q;(mL/min) | Q4(mL/min) | Qr(mL/min) | Qg(mL/min) | Qg(mL/min)
0,25 3,00 2,10 2,25 1,00 1,25 0,90 0,14
0,50 3,00 2,10 2,23 1,00 1,23 0,90 0,14
1,00 3,00 2,09 2,21 1,00 1,21 0,91 0,12
2,50 3,00 2,07 2,15 1,00 1,15 0,93 0,08
5,00 3,00 2,06 2,11 1,00 1,11 0,94 0,05
10,00 3,00 2,05 2,08 1,00 1,08 0,95 0,03
15,00 3,00 2,05 2,07 1,00 1,07 0,95 0,02
20,00 3,00 2,05 2,06 1,00 1,06 0,95 0,02

A Figura 5.29 apresenta a produtividade de cada enantiomero em gramas por dia e

litro de adsorvente (Prod) e consumo de dessorvente (CD), calculados a partir das equacdes

3.67 e 3.66, respectivamente, para as condi¢des da Tabela 5.17.
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Figura 5.29. Consumo de dessorvente e produtividade de cada enantidmero em fungdo da

concentracdo de alimentacao.
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Pode-se observar que quanto maior a concentracao de alimentacdo para um mesmo
tempo de troca e vazdes nas segdes 1 e 4, maior produtividade e menor consumo de
solvente para concentragdes até 10 g/L, para concentragdes maiores os valores de Prod e
CD sofrem pequenas variacdes. Assim, concentracdes Otimas de trabalhos estariam entre 5

e 10 g/L para essas condi¢des de operagao.

Ao aumentar-se o tempo de troca para 20 minutos com vazdes nas se¢oes 1 e 4
inalteradas (Q; = 3 mL/min e Q4 = 1,0 mL/min) percebe-se que CD aumenta e a Prod
diminui para todas as concentragdes. Um aumento no tempo de troca gera uma diminui¢ado
na vazdo de alimentacdo (Equagdo 3.54) o que consequentemente diminui a produtividade.
Como a alimentacdo na se¢do 1 permanece a mesma o consumo de solvente aumenta. Isso

pode ser melhor visualizado na Figura 5.30.
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Figura 5.30. Consumo de dessorvente e produtividade de cada enantidmero em funcao da

concentracdo de alimentagdo variando t*.

Um aumento na vazdo na se¢do 1 (Q; = 4,0 mL/min), mantendo-se o tempo de

116




Resultados e Discussdes

troca (t* = 15 min) e a vazdo na secdo 4 (Q4 = 1,0 mL/min) inalterados, acarreta em um
aumento no consumo de dessorvente enquanto que a produtividade permanece a mesma,
porém observa-se uma aumento da corrente de extrato. Isso pode ser melhor visualizado na

Figura 5.31.
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Figura 5.31. Consumo de dessorvente e produtividade de cada enantidmero em fungdo da

concentracdo de alimentagdo variando Q.

Um aumento na vazdo na se¢do 4 (Qs4 = 1,5 mL/min), mantendo-se o tempo de
troca (t* = 15 min) e a vazdo na secdo 1 (Q; = 3,0 mL/min) inalterados, acarreta em uma
diminuicdo da vazdo de refinado, enquanto que a produtividade e o consumo de

dessorvente permanecem constantes. Isso pode ser melhor visualizado na Figura 5.32.
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Figura 5.32. Consumo de dessorvente e produtividade de cada enantidmero em fungdo da

concentracdo de alimentacao variando Qj.

A Tabela 5.18 apresenta as produtividades em gramas de cada enantidmero por dia
em diferentes concentragdes da mistura racémica na alimentagdo para a condi¢cdo de tempo

de troca de 15 minutos, Q; = 3,0 mL/min e Q4 = 1,0 mL/min.
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Tabela 5.18. Produtividade em diferentes concentra¢des da mistura racémica na

alimentacdo para um sistema LMS com colunas de didmetro de 1cm.

cg (g/L) Prod (g/dia)

0,25 0,026
0,50 0,049
1,00 0,086
2,50 0,153
5,00 0,198
10,00 0,226
15,00 0,236
20,00 0,242

Um aumento de escala pode ser realizado aumentando-se o diametro das colunas

utilizadas na unidade LMS, colunas Kromasil CHI-TBB de didmetro de 5 cm e

comprimento de 25 cm sdo comercializadas. Foi feito um estudo para verificar o aumento

de produtividade ao utilizarem-se colunas desse tipo. Os diferentes planos (m,, msz) gerados

pela teoria do equilibrio permanecem inalterados ao mudarem-se apenas os diametros das

colunas a serem utilizadas na unidade. Segundo Ludemann-Hombourger (2002) e Zenoni et

al. (2002) os parametros de adsor¢do e hidrodindmica de coluna de dimensdes menores

podem ser diretamente usados no projeto de aumento de escala para colunas com a mesma

FEQ.

As vazdes obtidas, utilizando uma coluna de 5 cm de didmetro € 25 cm de

comprimento, para um tempo de troca de 25 minutos estdo apresentadas na Tabela 5.19.
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Tabela 5.19. Vazdes nas sec¢Oes para diferentes concentracdes de alimentagao.

CF

(g/L) | Qi(mL/min) | Qx(mL/min) | Q3(mL/min) | Q4(mL/min) | Qr(mL/min) | Qg(mL/min) | Qe(mL/min)
0,25 34,00 30,08 32,24 15,00 17,24 3,92 2,15
0,50 34,00 29,99 32,02 15,00 17,02 4,01 2,03
1,00 34,00 29,85 31,64 15,00 16,64 4,15 1,79
2,50 34,00 29,59 30,86 15,00 15,86 4,41 1,27
5,00 34,00 29,41 30,23 15,00 15,23 4,59 0,82
10,00 34,00 29,30 29,77 15,00 14,77 4,70 0,47
15,00 34,00 29,26 29,59 15,00 14,59 4,74 0,33
20,00 34,00 29,24 29,49 15,00 14,49 4,76 0,25

A Figura 5.33 apresenta a produtividade (Prod) e consumo de dessorvente (CD)

para as condi¢des da Tabela 5.19.
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Figura 5.33. Consumo de dessorvente e produtividade de cada enantidmero em fungdo da

concentracdo de alimentacdo.

120




Resultados e Discussdes

Pode-se notar observando a Figura 5.33 que o consumo de dessorvente diminui e a
produtividade por litro de dessorvente também dimunui ao aumentar-se o didmetro das

colunas de 1 cm para 5 cm.

A Tabela 5.20 apresenta as produtividades em gramas de cada enantidmero por dia
em diferentes concentracdes da mistura racémica na alimentacdo, para a condi¢do de tempo

de troca de 25 minutos, Q; = 34,0 mL/min e Q4 = 15,0 mL/min.

Tabela 5.20. Produtividade em diferentes concentracdes da mistura racémica na

alimentacdo para um sistema LMS com colunas de didmetro de Scm.

cg (g/L) |Prod (g/dia)
0,25 0,39
0,50 0,73
1,00 1,29
2,50 2,29
5,00 2,96
10,00 3,39
15,00 3,54
20,00 3,62

Pode-se verificar na Tabela 5.20 que hd um aumento significativo da
produtividade ao aumentar-se o didmetro das colunas. Experimentos realizados em
cromatografia continua (Leito mével simulado) produzem produtividades maiores que os

realizados em sistema em batelada como pdde ser observado nas Tabelas 5.15 e 5.18.
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6. Conclusoes e Sugestoes para trabalhos futuros

6.1. Conclusoes

Os resultados alcangados com o trabalho demonstraram a separacdo dos
enantidmeros do mitotano na fase estacionaria O,0’-bis[4-terc-butilbenzoil]-N,N’-dialil-L-
tartardiamida, com elevada eficiéncia. A fase movel definida como mais adequada para os
experimentos baseou-se em 95% hexano e 5% acetato de etila. Com o auxilio do dicroismo
circular pdde-se verificar que o enantidmero menos retido na coluna cromatografica trata-se

do S-(-)-mitotano e o mais retido do R-(+)-mitotano.

Os pardmetros cromatograficos demonstraram um bom potencial de separacdo do
enantidmeros, com fator de separa¢do médio de 1,13 e resolucdes proximas a 1,50. Os
coeficientes de transferéncia de massa kn, e coeficiente de dispersdo axial Dy foram
determinados neste trabalho e se apresentaram favordveis a separagdo com relativa baixa
resisténcia a transferéncia de massa quando comparados com valores similares obtidos por
outros autores para as substincias rolipram e bupivacaina na separa¢do usando a mesma

fase estaciondria utilizada nessa dissertagao.

A vazdo de fase movel e a temperatura foram varidveis importantes na
determinacdo da resolucdo da separagcdo. As melhores resolugdes e eficiéncias da mistura
racémica do mitotano foram alcangadas em condi¢cdes de vazdo de 1mL/min e de

temperatura igual a 25 °C.

Os valores negativos para as grandezas termodindmicas entalpia e entropia
comprovaram que o processo de separacdo € favoravel energeticamente para que os solutos
sejam adsorvidos a fase estaciondria. A adsor¢do ocorre com o predominio da energia

entdlpica em relagdo a entrépica.

As isotermas de adsor¢cdo adequaram-se bem ao ajuste do modelo de Langmuir.
Analisando-se em termos de varidveis desempenho (produtividade e consumo de
dessorvente) para diferentes concentracdes de alimentacdo da mistura racémica, pode-se

concluir que um sistema de cromatografia continuo (Leito mével simulado) apresentou uma
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maior produtividade com menor consumo de solvente se comparado a um sistema de
cromatografia em batelada. Para operacdes em batelada com alimentagdo da mistura
racémica de 100 g/L atingiu-se uma produtividade de 0,087 gramas de enantidmero por dia.
Ja para um sistema continuo para um concentra¢do de alimentacdo da mistura racémica de

10 g/L obteve-se uma produtividade de 0,226 gramas de enantiomero por dia.

6.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Para trabalhos futuros ou relacionados fica como sugestio a realizacdo de
experimentos de separacdo do mitotano no sistema LMS com a finalidade de se obterem os
enantidmeros, tendo como base as condi¢des operacionais descritas nesse trabalho. Avaliar
o desempenho de separagdo do mitotano em colunas com fase estaciondria tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, comercialmente conhecida como Chiralpak AD., que

estd sendo desenvolvida por Freitas como parte de seu trabalho de doutorado.

Tendo a possibilidade de obtencdo de quantidades significativas de mitotano,
determinar o efeito competitivo dos enantiomeros pelos sitios de adsor¢do para regido nao
linear da isoterma de adsorcdo. Com esses resultados avaliar o ajuste a diferentes modelos

de isoterma, principalmente Langmuir competitivo.

Avaliar a separacdo do mitotano em sistemas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com reciclo, tendo em vista a quantidade produzida de enantidmero puro ao se

comparar com um sistema em batelada.

Realizar um estudo de sobrecarga na coluna por meio da variacio do volume de

inejecdo e verificar como esse influéncia na separacao e nas varidveis desempenho.
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