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RESUMO

Alguns dos agentes terapéuticos sdo formulados e comercializados na forma de misturas
racémicas. O farmaco mitotano (o, p’— diclorodifenildicloroetano) ¢ um exemplo dessa mistura.
Utilizado apenas para o tratamento do carcinoma adrenocortical. A molécula do mitotano
apresenta um carbono estereogénico, indicando a presenga de dois enantiomeros. Estudos com o
plasma de pacientes indicaram que os enantidmeros do mitotano apresentam perfis
farmacocinéticos e farmacodinamicos diferentes, motivando a separacdo dos enantidmeros para
estudos pré-clinicos mais aprofundados. A separacdo cromatogrifica dos enantidmeros do
mitotano foi realizada, no presente estudo, em uma coluna empacotada com fase estaciondria
quiral tris 3-cloro-4-metil-dimetilfenilcarbamato de celulose e na tris-3,5 dimetilfenilcarbamato
de amilose, comercialmente conhecidas como Lux Cellulose-2 e Chiralpak AD, respectivamente.
Os experimentos foram realizados nas temperaturas de 15°C, 25°C, 35°C e 45°C, com volume de
injecdo 20 ul numa concentracdo igual a 0,2 mg/ml na coluna Lux Cellulose-2 e 2 mg/mL na
coluna Chiralpak AD, e vazdes da fase mdvel variando de 0,2 a 1,6 mL/min. Os parametros
cromatogréificos foram obtidos pelas seguintes fases méveis: (i) hexano puro, (ii) hexano/etanol
99.9:0,1% (v/v), e (ii1) isopropanol/metanol 60:40% (v/v). Os fatores de reten¢do e a seletividade
para a vazdo de 1 mL/min com o uso de hexano puro como fase mével e coluna Lux Cellulose-2
foram de 5,12; 5,81 e 1,14, respectivamente. Com a mesma vazao e com a adi¢do de 0,1% em
volume de etanol em hexano puro, os fatores de retencdo foram de 1,30, 1,40, ao passo que o
valor de seletividade obtida foi de 1,07. O tempo de retencdo para a fase mével contendo etanol
foi de aproximadamente 8 minutos, que representa a metade dos valores obtidos com hexano
puro, com um ganho substancial em tempo de processo de separacdo. Na coluna Chiralpak AD,
utilizando-se a fase mdvel isopropanol/metanol 60:40% (v/v), os fatores de reten¢do obtidos
foram de 0,41, 1,35, enquanto que o valor de seletividade foi de 3,29. As curvas de Van Deemter
foram obtidas nas duas fases estaciondrias. As isotermas lineares e ndo-lineares foram
determinadas. Também se realizaram as andlises termodinamicas da separacdo através das
variagdes de entalpia, entropia e energias livre de Gibbs da adsorcdo, demonstrando estabilidade

satisfatdria das colunas.
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ABSTRACT

Most therapeutic agents in the form of racemic mixtures are formulated and marketed.
The drug mitotane (o, p'-dichlorodiphenyldichloroethane) is an example of this mixture, which is
indicated as a single drug for treatment of adrenocortical carcinoma. Its structure has a carbon
stereogenic, indicating the presence of two enantiomers. Studies with the plasma of patients
indicate that the enantiomers of mitotane have different pharmacokinetic and pharmacodynamic
profiles, motivating the separation of enantiomers for preclinical studies in greater depth. The
chromatographic separation of these enantiomers in a packed column with chiral stationary
phase cellulose tri-3-chloro-4-methyl-dimethylphenylcarbamate and amylose tris - 3,
Sdimethylphenylcarbamate was performed. These species are commercially known as Lux
Cellulose-2 and Chiralpak AD respectively. The experiments at temperatures of 15°C, 25°C,
35°C and 45°C, with injection volume of 20ul at a concentration equal to 0.2mg/ml in Lux
Cellulose-2 column and 2mg/mL in Chiralpak AD column, and a mobile phase flow rate ranging
from 0.2 to 1.6mL/min were performed. The chromatographic parameters with mobile phases: (i)
hexane, (ii) hexane/ethanol 99,9/0,1% (v/v) and (iii) isopropanol/methanol 60/40% (v/v) were
obtained. The retention factors for the flow rate of 1mL/min using hexane as mobile phase and
Lux Cellulose-2 column were 5.12, 5.81 respectively, showing a selectivity of 1.14. With
addition of 0.1% of pure ethanol in hexane (v/v), for the same flow rate, the retention factors
were 1.30 and 1.40 and selectivity of 1.07. The retention time for the mobile phase containing
ethanol was approximately 8 minutes, which represents half of the value obtained with pure
hexane, resulting a substantial gain in the time of the separation process. In Chiralpak AD column
and a mobile phase of isopropanol/methanol 60/40% (v/v), the retention factors were 0.41, 1.35
with a selectivity of 3.29. The Van Deemter curve in the two stationary phases was obtained. The

isotherms linear and nonlinear were determined. Thermodynamic analysis of the separation was
performed, through variations of enthalpy, entropy and Gibbs free energy of adsorption,

demonstrating through these analysis, one satisfactory stability of the columns.
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Introdugdo

1- INTRODUCAO

Por razdes econdmicas e dificuldades de ordem prética nos processos de produgdo, a
maioria dos fairmacos quirais obtidos por vias sintéticas é comercializada como racemato, ou seja,
mistura contendo quantidades iguais dos dois enantidomeros (MCCONATHY; OWENS, 2003).
Atualmente as industrias farmacéuticas t€ém mostrado grande interesse na separagdao dos
enantidmeros, na sua forma opticamente pura, ndao s6 pelo fato dos enantidbmeros puros
apresentarem atividades farmacocinéticas e farmacodinamicas diferentes, mas também pelo fato
das industrias farmacéuticas visarem a extensdo da protecdo das patentes existentes que,
proporcionam um aumento nas vendas. Um exemplo refere-se a empresa AstraZeneca que, em
1995 langou no mercado norte americano um medicamento antidlcera, comercializado na forma
de racemato conhecido pelo nome de Omeprazol, onde a atividade farmacoldgica reside no
enantidomero S. De acordo com a AstraZeneca, uma nova patente foi aprovada para a
comercializacdo do isdmero S, em meados de 2000, dentro da Europa e estava aguardando a
liberacdo do comércio dos Estados Unidos, enquanto a patente do racemato findou no ano 2002.
Com a quebra da patente do racemato a AstraZeneca perdeu uma parte do mercado para os
genéricos do Omeprazol devido a redug¢do dos precos por parte das companhias concorrentes.
Segundo estimativa da DiCicco a recuperacao das vendas pode ser esperada através da entrada do
enantidmero opticamente puro no comércio do seu precessor Omeprazol (STINSON, 2000).

Portanto, por esta razdo e ainda o mais importante dos motivos, que €, a obtengao dos
enantidmeros do mitotano puros para auxiliar nos estudos das atividades farmacoldgica e
farmacocinética.

O mitotano € um farmaco usado no tratamento do carcinoma adrenocortical (CAC), que
trata-se de uma enfermidade rara. Esses tumores podem ser avaliados de comportamento maligno
na maioria dos casos. Em contraposicdo, os tumores adrenocorticais (TAC) malignos sdo mais
raros, agressivos e com progndstico desfavordvel. Nos Estados Unidos estima-se um nimero
entre 1 a 2 casos de TAC por ano para cada 1 milhdo de habitantes, que corresponde 0,2% dos
casos de canceres relatados no pais (PHAN, 2007). Todavia, um elevado crescimento dos TAC

tem afetado criangas e adultos na regido sul e sudeste do Brasil (RIBEIRO et al., 2000).



Introdugdo

Devido a heterogeneidade e raridade dessa doenga, tem sido dificil estabelecer uma
predi¢do dos cursos, principalmente para criangas. Nestes casos, um tratamento quimioterdpico
indicado € o uso do mitotano, que apresenta uma posi¢ao de destaque no combate desta doenca
(SCHTEINGART, 2000). O mitotano € o tnico agente especifico disponivel para o tratamento do
CAC em estado avancado. Mitotano exerce um determinado efeito citotoxico em células
adrenocorticais produzindo degeneragdo focal do fascicular e, particularmente, a zona reticular,
enquanto que as alteracdes da zona dos glomérulos sdo relativamente reduzidas (ALLOLIO;
FASSNACHT, 2006). Segundo, a prescricdo do fabricante o tratamento deve iniciar com
pequenas doses didrias de 2 a 6 g divididas em 3 a 4 doses de mitotano por dia. Aumentar
gradualmente as doses até 9 a 10 g por dia. Os relatos da literatura indicam claramente que o
mitotano exerce sua acdo anti-tumoral em concentracdes plasmaticas entre 14 e 20 pg/L™.

O mitotano € comercializado na forma racémica, ou seja, na propor¢ao 1:1 dos seus
enantidmeros R e S. Como ocorre com outros farmacos da mesma natureza, é possivel a
existéncia de diferencas farmacolégicas entre os enantiomeros. A influéncia da quiralidade da
molécula sobre seu efeito farmacoldgico ainda ndo foi estudada. Os pacientes que utilizam o
mitotano como tratamento, apresentam reagdes adversas que podem ter alguma relagdo com a
quiralidade da molécula. Portanto, a separacdo dos enantidmeros € importante para testes
biologicos comparativos de efeitos colaterais. O método mais adequado na separacdo das
misturas enantiomericas € a cromatografia quiral.

A separacdo preparativa de enantidomeros por cromatografia em fase estaciondria quiral
foi reconhecida como sendo uma alternativa tutil mais abordada em relagdo as convencionais,
como a sintese enantiosseletiva e as transformac¢des enzimaticamente catalisadas (FRANCOTTE,
2001). Segundo FRANCOTTE (1994), pelo menos durante a fase de testes preliminares de novos
farmacos quirais, a técnica de cromatografia permite acesso rdpido aos enantidmeros puros ou
enriquecidos e podem substituir com vantagens a elaboracao freqiientemente prolongada de uma
sintese enantiosseletiva.

A primeira técnica que obteve maior aceitacido na producdo de pequenas quantidades de
substancias quirais, foi a cromatografia liquida preparativa de alta eficiéncia; logo apds o
surgimento das fases estaciondrias que reconheciam os enantidmeros. Além disso, a combinagao
apropriada entre a fase estaciondria e a fase movel escolhida, permite que a mistura

enantiomérica elua através da coluna em tempos distintos (REKOSKE, 2001).
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A cromatografia liquida preparativa cada vez mais torna-se um importante processo de
separacdo para isolamento e purificagdo de produtos farmacéuticos e biomoleculares. Contudo, as
técnicas cromatograficas possuem alto custo e em uma escala industrial requer uma cuidadosa
otimizacdo das condi¢des de operagdo com respeito as taxas de produgdo, recuperacdo e custo de
separacdo (MORGENSTERN, 2004).

A maioria das moléculas presente na natureza se encontra na forma enantiomericamente
pura. Assim, moléculas que contém um atomo tetraédrico e que apresentam quatro grupos
diferentes ligados, podem ser encontradas em duas formas enantioméricas, as quais apresentam
propriedades fisico-quimica idénticas. Quimicamente, eles demonstram comportamento
diferentes somente em ambientes quirais. Pode-se afirmar que o mesmo fato aconteca com o
mitotano.

Hoje, ndo existe nenhum estudo relacionado ao efeito de cada enantiomero do mitotano
opticamente puro in vivo. Ha, apenas, alguns estudos que relatam a presenga desses enantiomeros
com diferentes atividades dentro do plasma sanguineo e nos tecidos adiposos de seres humanos e
porquinhos da India apds o uso da mistura racémica deste farmaco (RIBEIRO er al., 2002;
CANTILLANA et al., 2009).

Portanto, o desenvolvimento de processos em escala preparativa para separacdo dos
enantidmeros do mitotano é de suma importancia na investigacdo dos efeitos toxicoldgicos deste

enantidmero, durante a sua utilizagdo como protagonista no tratamento dos TAC.

1.1 - Objetivos

O objetivo desse trabalho foi estudar a separacdo enantiomérica do agente
antineopléstico o, p’-diclorodifenildicloetano (mitotano) em duas fases estaciondrias quirais
baseados nos polissacarideos celulose e amilose como descrito a seguir: (i) tris-3-cloro-4-
metilfenilcarbamato de celulose e, (ii) tris-3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose comercialmente
conhecidas como Lux Cellulose-2 e Chiralpak AD, respectivamente.

Por sua vez, para alcangar o objetivo do trabalho foram tragados os seguintes objetivos

especificos:



Introdugdo

>

Obtencdo de uma fase moével otimizada para separacdo cromatogrifica dos
enantidmeros do mitotano nas diferentes fases estaciondrias, a partir da combinagdo
dos solventes em diferentes composicoes;

Avaliacdo do comprimento de onda adequado para o sistema de detec¢do;
Determinacao da ordem de elui¢do dos enantidmeros e seus parametros de separacdo
cromatogréfica;

Determinagao dos parametros de transferéncia de massa da separacdo cromatografica
a partir da obtencao do grafico de van Deemter;

Obtencdo e avaliacdo dos parametros termodinamicos de separagdo;

Determinacao das porosidades totais nas diferentes fases estaciondrias para obten¢do
dos coeficientes de Henry;

Avaliacdo do perfil de sobrecarga da coluna com diferentes massas inseridas no leito
empacotado;

Obtencdo das isotermas de adsor¢do.

Esse conjunto de resultados permite compor um dossi€ de dados necessdrios para a

separagdo cromatografica preparativa do mitotano, visando a utilizacdo dos enantiomeros

enriquecidos em testes pré-clinicos.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Farmacos Quirais

O conhecimento sobre a existéncia e as diferencas entre enantidmeros datam de mais de
um século. A partir da tragédia com a talidomida, na década de 60, que o mundo voltou-se para a
importancia dos estudos e do controle de firmacos enantioméricos (ORLANDO et al., 2007).
Estudos revelaram que, o enantidmero (-)-(S) da talidomita apresenta um forte efeito teratogénico
(causa deformidades fisicas em récem nascidos). Infelizmente, estudos posteriores constataram a
inversdo de configuragdo nao apenas in vitro mas, também, in vivo (ERIKSSON et al., 2001;
ERIKSSON et al., 1995), ou seja, a administracdo do enantiomero (+)-(R)- puro, pode ser
parcialmente convertido no isdmero responsavel pelo efeito teratogénico. Exemplos menos
drasticos que esse € bastante comum, nos quais as diferencas existentes entre os dois
enantidmeros podem ser qualitativas ou quantitativas, sendo que, nesse ultimo caso, o
enantidmero mais ativo € chamado de eutdmero enquanto que ao outro se dd o nome de
distomero (ELIEL, 1997). Estudos t€ém mostrado que B-bloqueadores, como o propranolol, se
ligam estereosseletivamente a receptores [-adrenérgicos e que os enantidmeros (-)- sdo o0s
principais responsdveis pela atividade PB-bloqueadora dessa classe de farmacos (MEHVAR;
BROCKS, 2001).

Apesar da inovacao das técnicas de separacdo dos enantidmeros de farmacos quirais, as
drogas, antes de serem lancadas no mercado, devem ser amplamente estudadas no ambito dos
seus quadros biolégico e toxicolégico (ORLANDO et al., 2007). A Tabela 3.1 mostra a distingao

das atividades farmacodindamicas de cada enantiomero.
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Tabela 3.1 — Diferencas farmacodindmicas de alguns firmacos quirais.
Comparacio entre a atividade bioldgica e a configuracao absoluta de substancias

relacionadas enantioméricamente.

Nome da substancia Configuracio dextrogira Configuracio levogira (ou
(ou como especificado) como especificado)

Talidomida Sedativo e hipnético Extremamente teratogénico

Verapamil Acao antitumoral Acdo antiarritmica

Cloranfenicol (R, R) Antibacteriano (S, S) Inativo

Propranolol Contraceptivo Anti-hipertensivo

antiarritmico
Etambutol (R, R) Causa cegueira (S, S) Tuberculostatico
1-Cloro propano-2,3-diol  Téxico Atividade anti-fértil

Fonte: Adaptado de FEDERSEL (1993) e CHAN (1993).

3.2 - Mitotano

H4 cingiienta anos foi publicado o primeiro trabalho sobre o efeito benéfico do mitotano
no tratamento de pacientes com CAC metastitico e nos pacientes reincidente, logo apds ter sido
submetido a um tratamento cirdrgico. O mitotano € subproduto da sintese do inseticida dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT) (WAJCHENBERG et al., 2000) e sua nomenclatura é 1-dicloro-2-(o-
clorofenil)-2-(p-clorofenil) etano.

A molécula do mitotano apresenta um carbono estereogénico, devido aos quatros
substituintes ligados a um carbono central serem diferentes, indicando uma tendéncia de seus
enantidmeros opticamente puros apresentarem atividades bioldgicas distintas, quando

administrados por seres vivos. A férmula espacial do mitotano esta representada na Figura 3.1.
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. Cloro
@ Carbono
O Hidrogénio

Figura 3.1 — Estrutura de Raios-X do enantiomero S-(-)-mitotano. Adaptado de CANTILLANA
(2009).

Segundo Buser e Miiller (1995), o I-dicloro-2-(o-clorofenil)-2-(p-clorofenil) etano
apresenta a configuracdo S(-) e R(+). A configuracdo S e R estd associada a distribui¢do dos
substituintes no carbono assimétrico. Essa notacdo foi proposta por Cahn, Ingold e Prelog e é
conhecida como notacdo R e S (ALLINGER et al., 1983). No entanto o sinal (+ e -) refere-se ao
desvio do plano da luz polarizada de cada enantiomero.

O mitotano é obtido por via sintética, através da reacdo entre o dicloroacetaldeido mais
um reagente de Grignard, que produz o 2,2-dicloro-1-(2-clorofenil) etanol. O 2,2-dicloro-1-(2-
clorofenil) etanol reage com cloro benzeno na presenga de acido sulftirico, conduzindo assim, a

obtencdo de uma mistura racémica de mitotano (Figura 3.2) (VARDANYAN, 2006).

c

al i : cl
HO cl Clorobenzeno
a o0 Br a \ O
>_</ + » cl
d H C H,S0,
Dicloroacetaldeido gne?‘g%f;tg de 2 2-dicloro-1-(2-clorofenil)etanol O
cl
Mitotano

Figura 3.2 — Esquema reacional para obtencao do mitotano. Adaptado de VARDANYAN (2006).
7



Revisdo Bibliogrifica

3.3 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

3.3.1 — Fundamentos

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo. Ela estd fundamentada na
migragdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes
entre duas fases imisciveis, a fase moével e a fase estaciondria. A grande variedade de
combinagdes entre fase modvel e estaciondria torna-a uma técnica extremamente versatil e de
grande aplicacdo (CASS; DEGANI, 2001).

A principal diferenca entre a cromatografia liquida cldssica e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) € que esta utiliza fase estaciondria composta de microparticulas iguais a,
ou menores que, 20 um de didmetro. Esta fase estaciondria, por ser menos permedvel, é
necessario a utilizagdo de bombas de alta pressdo e precisdo para eluir a fase mdvel através da
coluna (CASS; DEGANI, 2001).

Na CLAE em fase normal (fase estaciondria € mais polar que a fase movel) os solventes
polares sdo denominados fortes e, os apolares sdo fracos. Com o decréscimo da for¢a do solvente,
em relacdo a fase estaciondria, ocorre um aumento na retencdo dos componentes de interesse
dentro da coluna empacotada. Um esquema classico da CLAE envolve seis componentes basicos

(Figura 3.3).

Descaﬂ;.\

N e = —
| \l | Coluna Detector
Fase méwvel Bomba Injeter

Sistema de
aruisicio de dados

Figura 3.3 — Esquema cldssico de um sistema de separacdo cromatografica.
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3.4 - Cromatografia Quiral

A idéia basica da resolug@o quiral comegou com o desenvolvimento da quiralidade em
1809 por Haiiy, e mais tarde, foi entdo descoberta, por Pasteur, a diferenca da taxa de destruicao
do tartarato de amonio levogiro e dextrégiro pelo fungo Penicillium glaucum. Quiralidade é um
termo muito usado na quimica organica, pois confere as moléculas que suas imagens especulares
ndo sdo sobreponiveis. A quiralidade € encontrada em uma grande variedade de objetos, como
por exemplo as nossas maos sdo quirais.

A cromatografia mais aplicada na resolucdo de enantidomeros é a CLAE. Os
enantidmeros apresentam propriedades fisicas e quimicas andlogas, a grande maioria ndo é
separada por métodos convencionais, por exemplo, a cristalizacdo. O mecanismo de resolucio
enantiomérica por cromatografia quiral estd consolidado na diferenca de energia entre os
complexos diasteroisoméricos transitorios formados entre o seletor quiral e os enantiomeros do
soluto. As interagdes eletrostaticas (ligacdes de hidrogénio, as interagdes n-m e dipolo-dipolo) e
forcas de Van Der Waals (efeitos estéreos — forcas de atracdo e repulsdo) sdo interacdes
transitorias. Portanto, os diferentes tempos de retencdo estd ligado diretamente a diferentes
estabilidades transitorias dos complexos formados. Assim aquele enantidmero que eluir primeiro
apresenta um complexo diasteroisomérico transitério menos estavel (CASS; DEGANI, 2001).

Hé dois métodos para resolver os enantidmeros, um método direto e um indireto. No
método indireto os enantidmeros primeiro sdo transformados em diastereoisdmero com reagentes
quirais opticamente puros, apos a reagdo, eles sdo separados em fases estaciondrias aquirais, tal
como a fase estaciondria octadecilsilano (C18). Portanto, o método indireto apresenta uma
desvantagem com relacdo ao procedimento direto, o tempo de execu¢cdo € muito maior. No
método direto utiliza-se fase estaciondria quiral ou aditivo quiral na fase moével (SILVA
JUNIOR, 2003), geralmente a fase estaciondria ou o aditivo quiral sdo polimeros de

polissacarideos de seletores quirais.
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3.4.1 - Estruturas de polissacarideos de seletores quirais

Quase todos os polissacarideos sdao de naturezas quirais e opticamente ativos por causa
de suas estruturas assimétricas. A maioria dos polimeros apresentam uma configuracio especifica
ou estrutura de ordem superior decorrentes de sua quiralidade que € essencial para a resolucao
quiral das misturas racémicas. A primeira resolu¢do com polissacarideos foi realizada em 1951
por Kotake e colaboradores, eles conseguiram separar aminoécidos usando a cromatografia de
papel (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007).

Existem vdrios tipos de polimeros naturais que sdo usados para separar misturas
racémicas, tal como celulose, amilose, quitosana, dextrana e xilano. Atualmente, as mais
utilizadas sdo amilose e celulose, devido os melhores resultados de separacdes das misturas
racémicas, ocasionadas por sua configuraciao quiral, serem mais favordveis a conversao em uma
variedade de derivados, como acetatos, benzoatos, triésteres e fenilcarbamato, garantindo assim,
um maior nimero de sitios para o reconhecimento quiral, a Figura 3.4 ilustra alguns radicais

presentes na maioria das fases estaciondrias.

N - >@,\|,4©7

') H
3 S
R

Figura 3.4 — Estruturas de alguns derivados de celulose e amilose como fases estaciondrias

quirais. R — representa a fase estaciondria de celulose ou amilose. (Adaptado de COLLINS et al.,

2006).

A cadeia polimérica formada pela amilose e a celulose € de forma helicoidal e linear,
respectivamente. Na celulose e amilose, a corrente polimérica é formada por unidades de glicose

(D-(+) glicose). A diferenga entre as estruturas de celulose e amilose estd no tipo de ligacdo

10
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formada, ou seja, a celulose apresenta, na sua cadeia polimérica, ligacdes do tipo B-1-4, enquanto
que na amilose, a cadeia polimérica é proveniente de ligagdes a-1-4 (ALI; ABOUL-ENEIN,

2007). A Figura 3.5 ilustra esta conformacao.

H,0H
T = C
. D% =

oM 10 O 3
s OH/ HO o

LIGACOES B-1-4

CH,OH
hr N _—0O
HMH OoH
HO CH2 o
- H
HO H,OH
o CGHaOH

O
/ l%—;‘

LIGACOES a-1-4

Fase estacionaria quiral

Figura 3.5 — Estrutura quimica e tridimensional das fases estaciondrias quirais (adaptado de ALI,

ABOUL-ENEIN, 2007).

Ambos possuem cavidades quirais, que sdo responsaveis pela resolucdo quiral. Vale
ressaltar que a natureza da amilose € mais helicoidal e possui cavidades bem definidas, tornando-
a diferente da correspondente celulose andloga, que parece ser mais de natureza linear e rigida
(ALI; ABOUL-ENEIN, 2007).

As cavidades formadas pela estrutura tercidria da amilose e celulose, sdo capazes de

reter moléculas estereosseletivamente (COLLINS, et al., 2006).

11
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3.4.2 - Parametros cromatograficos

O tempo de reten¢do (tr) engloba todo o tempo do percurso das moléculas do soluto em
movimento com a fase mével a partir do injetor até a sua deteccao, ou seja, € a soma dos tempos
de permanéncia das moléculas do soluto na fase estaciondria dentro do sistema cromatografico

(Figura 3.4).

Detector

Injetor

1 Coluna
= - [ =S

B |
2 3

Figura 3.6 — Sistema cromatogréfico (t;; € t34 sdo os tempos de permanéncia do soluto fora da

coluna e tp3 é o tempo de retencdo do soluto dentro da coluna).

A soma dos trés tempos acima citado resulta no tempo de retencdo global da molécula
dentro do sistema cromatografico. Sendo assim, o tempo de retencdo do componente ajustado é a
diferenca entre o tempo de reten¢do e o tempo das moléculas da fase mével percorrerem a coluna.
Este tempo de retencdo ajustado é determinado com auxilio de um constituinte que nao interage

com a fase estaciondria. Ele pode ser calculado a partir da Equacao 3.1.

t'Ri =tri—ty 3.1)

equacgdo na qual, t’gr, tr € ty sdo tempo de retengdo do componente i ajustado, tempo de retencdo

do componente i e tempo das moléculas da fase mdvel percorrerem a coluna, respectivamente.

12
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O fator de retencao € a razdo entre o nimero de moléculas do soluto na fase estaciondria
(Ne) € o nimero de moléculas do soluto na fase mével (N,,). O fator de retencdo pode ser
adquirido entre a razdo do tempo de retencdo do componente i ajustado (t'g;) € o tempo das
moléculas da fase movel percorrerem a coluna (ty) (CASS; DEGANI, 2001). A partir da

Equacido 3.2 pode-se calcular o fator de retencdo.

_ Ne _ trgj
k; = e

(3.2)

Nm tM

O valor de k tem relacdo direta com a eficiéncia e o alargamento dos picos, este valor
niao pode ser baixo e, tdo pouco, alto. Assim, valor de k baixo significa fraca interagao dos
solutos com a fase estaciondria (FE) e para valores elevados possui uma forte intera¢cdo com a FE.
No entanto, a forca de interacdo pode ser também governada pela fase mével (FM) empregada,
ou seja, valor de k baixo indica uma FM muito forte e/ou pouca interagdo do soluto com a FE,
enquanto um k elevado tem indicio de uma forte interagdo com a FE e/ou o eluente é muito fraco
(CASS; DEGANI, 2001).

Segundo COLLINS et al. ( 2006), o intervalo ideal de fator de retencdo para um
componente simples € 1 < k < 10; entretanto, para andlise de multiplos componentes, também
aceita-se 0,5 < k < 20. Portanto, o primeiro parametro normalmente ajustado no sistema
cromatografico deve ser o fator de retengdo. Para otimizacdo desse fator é aplicado um
procedimento empirico por tentativa e erro, para ajustar a for¢a cromatogréafica da fase moével. A
Figura 3.7 mostra os diferentes tempos de eluicdo da mistura racémica estuda nesta dissertacdao

com duas fases moveis diferentes e na mesma fase estaciondaria.

13
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0,00 — ) S ee—
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Resposta do detector [ UA ]

Figura 3.7 — Cromatogramas de separacdo dos enantidomeros do mitotano com vazdes e
concentracdes idénticas, mas com uma mudanca na fase mével. No cromatograma com linha

escura contém hexano com 0,1% de etanol, e no cromatograma com linha vermelha contém
100% de hexano.

7z

Outro termo util para cromatografia é o fator de separacdo, esse fator mede a
seletividade de separacdo entre duas bandas adjacentes (CASS; DEGANI, 2001). O fator de
separacdo (o) € a razdo entre os fatores de retencdo de dois picos adjacentes, que também sdo

relacionados com tempos de retengdo ajustados (COLLINS er al., 2006). A Equagdo 3.3 é

utilizada para calcular esse fator.

k tr
a=-2=-R2 (3.3)
ky tUr1

A resolugdo (Rg) € outra medida quantitativa de separacdo do sistema de cromatografia

em coluna. E calculada a partir da distdncia (tempo de retencdo ajustado) entre dois picos

14
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adjacentes dividido pela média das larguras de suas respectivas bases, conforme apresentado na

Equacao 3.4.

Rg = 1,177 -R2—"R1 (3.4)

Wh1tWh 2

Segundo COLLINS et al., (2006), para valores de Rs = 1, os picos sdo poucos
separados, se eles estiverem em proporcdes iguais dentro de uma mistura bindria. Ja valores
iguais a 1,25 indicam uma melhor separa¢do. No entanto, servem somente para mensurar a
quantidade presente na mistura, enquanto Rg maior que 1,5 indica separacdo completa.

Conforme a farmacopéia americana, s6 € aceitdvel uma resolucdo entre dois picos
adjacentes um valor de Rg maior que 2,0 (DANTUS; WELLS, 2004; USP 27, apud ROSA, 2005,
p- 33).

O HETP “em inglés height equivalent to a theoretical plate” ou altura equivalente a um
prato € definido pela razdo entre a altura (comprimento) da coluna, L, e o nimero de pratos, N. A

Equacao 3.5 representa esta razdo (COLLINS et al., 2006).

HETP = & (3.5)
N

O ndmero de pratos, N, € considerado como sendo a razao do tempo de retengao, tg;, € 0

tempo necessario para alcangar um equilibrio, t., conforme Equacgao 3.6 (GUIOCHON, 2006).

N=— (3.6)
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O problema € definir e calcular .. Uma estimativa poderia ser derivada da lei de Fick,
que afirma que o tempo requerido para atingir equilibrio entre o centro da esfera e a solug¢do ao

redor da esfera é proporcional ao dIZ,/Dm. Combinando a defini¢cao empirica da Equacdo 3.6 e a lei

de Fick, resulta na Equacdo 3.7 (GUIOCHON, 2006).

N o -2 tg; (3.7)

Onde Dp € o coeficiente de difus@do nos poros, o qual inclui as contribuicdes do
coeficiente de difusdo na fase moével impregnada a particula, o coeficiente de impedimento
devido a tortuosidade, a contri¢do da rede dos poros e a difus@o superficial. Isto mostra que, para
aumentar a eficiéncia da coluna, € necessdrio aumentar o tempo de reten¢do, bem como aumentar
o coeficiente de difusdo pela melhoria da estrutura da rede dos poros no interior das particulas,
aumentar o coeficiente de difusdo de massa, no qual € proporcional a Dp e diminuir o tamanho
médio das particulas (GUIOCHON, 2006). Apesar de conhecer todos os parametros para
melhorar a eficiéncia da coluna cromatografica, o problema ainda perdura, é preciso encontrar o
melhor caminho para projetar e construir um sistema com melhores valores desses parametros
(GUIOCHON, 2006).

A Equacgao 3.8 define a efici€ncia da coluna que é caracterizada pelo espalhamento do

pico de um composto durante sua eluicdo ao longo da coluna:

tri 2
N = 5,545( R") (3.8)

Wh,i
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Por definicdo dos momentos de uma distribui¢do, n-ésimo momento do perfil de banda
na saida do leito cromatografico de comprimento z = L € calculado pela Equacdo 3.9

(GUIOCHON, SHIRAZI, KATTI, 1994).
M, = [ c(t,z = L)t"dt (3.9)

0

A Equacdo 3.10 apresenta o n-ésimo momento absoluto ou normalizado.

M, [y c(tz=L)thdt

= = 3.10
Hn M, Jy c(tz=L)dt G109
O n-ésimo momento central estd representado pela equagdo 3.11.
M, [ c(tz=L)(t—pwndt
i, =— =20 (3.11)

Hn Mo [ Pc(tz=L)dt

Por defini¢cdo, o momento zero de um perfil de concentragdo de um pico eluente é
simplesmente a 4drea do pico. O primeiro momento € o centro da gravidade do perfil de
concentracdo. Em cromatografia, estd relacionado com o tempo de retencao do pico e assim com
a forca de adsor¢do. Ele ird coincidir com o maximo pico somente quando este € simétrico. O
segundo momento é a variagdo do pico, o qual estd, cromatograficamente, relacionado ao
espalhamento do pico, causado pela nao linearidade das isotermas de adsorc¢do e resisténcia a

transferéncia de massa (WANG; CHING, 2002).

17
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Para modelo de for¢a linear de filme sé6lido, a expressdo para o primeiro € o segundo

momento sao representadas pelas Equacdes 3.12 e 3.13, respectivamente (WANG; CHING,
2002; DUAN; CHING; SWARUP, 1998).

W = u—LO [1 + (%) K] (3.12)
Hy, = %{E—g [1 + (%) K]z + (%) %} (3.13)

A defini¢do geral de HETP da coluna é dada pela Equacdo 3.14 (GUIOCHON, 2006):

v
HETP = =L (3.14)

M1

Assim HETP € dado pela Equagdo 3.15:

HETP= ZU—DOL +2ug (i) kmiK (1+ ﬁ)_z (3.15)

esta expressao pode ser reescrita em termo da velocidade superficial da fase mével (u) (DUAN,

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

18
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HETP—ZDL+2( ) [1+( )I(]_2 (3.16)

Nas equacOes apresentadas anteriormente, Dy, é o coeficiente de dispersdao axial da
coluna, k,,, o coeficiente de transferéncia de massa global. De acordo com GUIOCHON,
SHIRAZI E KATTI (1994), considera-se que a dispersdo axial resulta de dois mecanismos
diferentes, difusdo molecular e difusdo turbilhonar. Como primeira aproximacao, estes efeitos se

somam de forma que o coeficiente de dispersao seja representado pela Equacao 3.17.
Dy, = y1Dm + v2dpu (3.17)

Cada etapa em que a molécula alcanga o equilibrio corresponde a um “estigio de
equilibrio” ou um “prato tedrico”. Quanto maior o nimero de pratos tedricos, maior a chance de
resolucdo. Uma vantagem do processo cromatografico € que no interior de uma coluna de
comprimento moderado existe um ndmero muito grande de pratos tedricos (SILVA, 2003).

O HETP (Altura Equivalente a um Prato Tedrico) para uma coluna cromatogréfica pode

ser calculado aproximadamente pela equacao de Van Deemter, conforme Equacao 3.18.
B

HETP = A + —+ Cug (3.18)
0

O primeiro termo da Equacdo 3.18 descreve o efeito da difusdo turbilhonar, que é
constante por toda a variacdo de velocidade. Ele refere-se ao alargamento dos picos devido a

diferentes caminhos seguidos pelas moléculas da amostra. O termo A € diretamente proporcional
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ao diametro da particula que consiste na altura absoluta do prato. A altura do prato pode entdo ser
diminuida pelo uso de particulas menores (SCHULTE, EPPING, 2005; COLLINS et al., 2006).
O segundo e terceiro refere-se a difusdo axial longitudinal e a resisténcia a transferéncia

de massa respectivamente. Os coeficientes de cada termo da Equagdo 3.18 sdo definidos como

sendo:
A = 2y,dp (3.19)
B = 2y,Dy, (3.20)

equagdo na qual, y; e v, s@o constantes geométricas que possuem valores préximos a 0,7 e 0,5,
respectivamente. dp € Dy, sdo o diametro da particula e o coeficiente de difusio molecular,

respectivamente.

C=2 [1 + (%) K]_Z (2) s (3.21)

e ) km

equacgdo na qual, K, € e k;, sdo a constante de equilibrio, a porosidade do leito e o coeficiente de
resisténcia a transferéncia de massa, respectivamente.

A figura 5 representa as curvas de cada termo da Equacdo 3.18.
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H=A+B/u+cCu

| B/u

Stime i, {c/n)

Figura 3.8 — Variacdo da altura equivalente a um prato teérico (HETP) com a velocidade

superficial da fase mével (up) de acordo com a equagdo de Van Deemter.

3.5 - Isotermas de adsorcao

A isoterma de adsor¢ao descreve uma relacdo entre a concentracdo do soluto i na fase
liquida (c;) e a concentragdo de soluto na fase sélida definida (q;) em temperatura e pressao
constantes quando o equilibrio é alcancado, Equacdo (3.23). As isotermas de adsor¢do s6 podem
ser determinadas experimentalmente. Apesar de existir um grande nimero de métodos
experimentais disponiveis, sua apropriada aplicacdo e eficiéncia ainda estd muito longe de ser

uma rotina de trabalho (MORGENSTERN, 2004).

3.5.1 - Analise frontal

E uma variante do método dinAmico na determinag@o de isotermas, e € a mais usada,
pela sua precisdo e relativa simplicidade (MIHLBACHLER et al., 2002). No entanto, este método

consome uma elevada quantidade de soluto.
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A andlise frontal é uma ferramenta conveniente para predizer a concentracdo no platd
intermedidrio e o tempo de retencdo das frentes de adsorcdo. Apenas esses dados precisam ser
determinados experimentalmente para resolver o problema. Este conceito € aplicado como uma
ferramenta padrdao para determinar isotermas para um unico soluto, a partir da dependéncia da
concentracdo com o tempo de reteng¢do na regido frontal a curva de ruptura (MORGENSTERN,
2004). Para isotermas multicomponentes, as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas
com algumas restri¢des (JACOBSON; FRENZ; HORVATH, 1987). A curva de ruptura para uma
mistura bindria tem duas ondas separadas pelo platd intermedidrio como apresentado na Figura

3.9.

0.8
0,7 5
0,6 1

Cib
4

0,5 -
0,4 -
0.4 4

‘Cf‘pi

¢ (mg/mL)

0,2 -

Cia

6 8 10 12 14 16
V (mL)

Figura 3.9 — Curva de ruptura para uma mistura bindria com as indicagdes dos volumes de
retencdo e das concentragdes nos estigios de uma eluicdo a uma dada concentracdo de

alimentacdo (SARTOR, 2006).

A Equacio (3.22) demonstra o balanco de massa envolvido na curva de ruptura da Figura
3.9.

_ (V142-Vo)(Cip—=Cia)~(V142-V1)(Cipi—Cia)
Vads

i (3.22)
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Equacgdo na qual, Vi, Vi, Vin e Vags sd0 o volume morto do sistema, volume de retencdo da
primeira e da segunda frentes de adsorcao e volume de adsorvente presente na coluna,
respectivamente. ci, € cip sa0 as concentragdes do componente i na alimentacdo da coluna em
equilibrio inicialmente (anterior a t = 0) e atrds da segunda frente de adsor¢do (platd superior).

cipi € a concentragdo do componente i no platd intermedidrio (SARTOR, 2006).

3.6 - Modelos de isotermas de adsorc¢ao

3.6.1 - Modelo Linear

Quando trabalha com solugdes diluidas a isoterma linear é descrita da relacdo da
constante de Henry com a concentragdo dos solutos na fase mével em equilibrio com a

concentracao de soluto na fase estacionaria, essa relacdo e demonstrada na Equacgao 3.23.

q; = Hici;i=12,-n (3.23)

em que, H,, gi e ¢; sdo a constante de Henry para um componente i, concentracido do soluto i na

fase estacionaria e concentracao do soluto i na fase mével respectivamente.
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3.6.2 - Modelo de Langmuir competitivo

O modelo mais freqiientemente utilizado para descrever adsor¢do nao-linear, ¢ o modelo
de Langmuir competitivo, embora seja assumido que € um modelo muito simples para informar a
adsor¢do em fases estaciondrias quirais (SATOR, 2006). Segundo James (1994), o processo de
adsor¢do acontece em uma superficie composta de um nimero fixo de sitios de adsor¢do de igual
energia, uma molécula sendo adsorvida por sitio até que a cobertura da monocamada seja
alcancada. A Equacdo 3.24 deduz a relacdo existente entre os sitios de adsor¢do maximo e as

concentragdes nas fases.

bic;

*
=g — 12 . 3.24
ql qS 1+b1C1+b2C2 ' ( )

em que, qs ¢ a capacidade de saturagdo da monocamada do adsorvente e b; € a constante de
equilibrio de adsor¢do ou coeficiente de distribuicdo. A constante de Henry (H;) para o

componente i € dada pelo produto. q; b;.

3.6.3 - Modelo bi-Langmuir competitivo

O modelo de isoterma bi-Langmuir competitivo assume que a superficie da FEQ contém
dois diferentes tipos de sitios; sitios ndo-seletivos, que retém ambos os enantidbmeros com a
mesma energia de adsor¢do e sitios enantiosseletivos que interagem diferentemente com estes
dois enantiomeros, ligando-se a eles com diferentes energias (com igual ou diferente capacidade
de saturacdo). Assim, as constantes de equilibrio dos dois enantidmeros nos sitios nao-seletivos
sdo iguais e o modelo bi-Langmuir possui apenas cinco parametros neste caso. A Equacgdo 3.25

deduz a existéncia desses dois sitios de ligacdo presente na superficie da fase estaciondria.
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+ Disti . _ 4, .. (3.25)
qs 1+bi’s(C1+C2) S '

binscCi
i ns 1+bi,ns(C1+C2)

em que, b; s € a constante de equilibrio para a adsorc¢do nos sitios ndo-seletivos, b; ; € a constante
de equilibrio para a adsor¢do nos sitios enantiosseletivos, ¢g,s € a capacidade de saturacao dos

sitios ndo-seletivos e gy € a capacidade de saturagcdo dos sitios enantiosseletivos (FELINGER et

al., 2003; CAVAZZINI et al., 2002).

3.7 - Anadlise da termodiniamica da adsorc¢io

z

A separacdo direta dos enantidmeros € baseada na formagdo de complexos
diastereoisoméricos reversiveis, criados por interacdes intermoleculares dos enantidmeros com o
seletor quiral. Este processo pode ser caracterizado por parametros termodinamicos (AG, AH e
AS) (ROJKOVICOVA et al., 2004).

As variages na energia livre de Gibbs (AG"), na transferéncia do soluto entre as fases

movel e estaciondria, sdo expressas pela Equagao 3.26.

AG® = AHO — TAS® = —RTIn (5) (3.26)

o)

Na qual, k é o fator de retencdo do soluto, ¢ a razdo de fase na coluna (volume de fase
estaciondria pelo volume de fase moével), R a constate do gases e T a temperatura absoluta.
Expressando a energia de Gibbs de acordo com mudancgas na entalpia (AH" e entropia (AS?), o

fator de reten¢do passa a depender da temperatura de acordo com a Equagdo 3.27.
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Inki = ——+—+Ineg (3.27)

A inclinacdo e a intersec¢dao do grafico [nk; por 1/T, chamado gréafico de van’t Hoff,
permitem o cdlculo dos parametros termodinamicos na transferéncia global do soluto da fase
movel para a fase estaciondria.

Geralmente na CLAE de dois enantiomeros ligados a uma dada FEQ envolve uma
diferenca muito pequena de energia (<0,5 kcal mol ~') (CIRILLI et al., 2009.

A partir da diferenca de energia livre de Gibbs, Equacao 3.25 para os dois enantiémeros,
pode-se definir o termo A(AGY) (Equacao 3.28), que € responsdvel pela maior retencdo do
segundo enantidmero na fase estaciondria quiral (BERTHOD, HE, BEESLEY, 2004). Sua

expressao é alcancada pela combinagdo das Equacgdes 3.26 e 3.27.

A(AG®) = —RTIna = A(AH®) — TA(AS?) (3.28)

Os termos A(AGO), A(AHO), A(ASO) representam as diferengas de energia livre de Gibbs, entalpia
e entropia, respectivamente.

Os valores a serem obtidos para essas propriedades sio de importdncia para o
entendimento dos mecanismos de interacdo entre os solutos e a fase estaciondria. Esse
entendimento permite contribuir para modificagdes das condi¢des operacionais na separacao dos
enantidmeros e da propria fase estaciondria.

No caso de separacdes quirais, o fator de separacao a € o fator primordial que determina

a diferenca relativa de retencdo dos dois enantiomeros. (BERTHOD; HE; BEESLEY, 2004).
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4 - MATERIAIS E METODOS

Nesta secao serdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos, juntamente
com o aparato instrumental. Além disso, serdo descritos os métodos aplicados para se definir a
faixa de comprimento de onda utilizada, a otimizacdo da fase mével e a ordem de eluicdo dos
respectivos enantiomeros presentes na mistura racémica. Para fins didéticos, a sec¢do foi dividida
em duas partes: (i) experimentos com solugdes diluidas, cujo objetivo foi obter a caracterizacio
das colunas, isto €, a obtencdo das porosidades total, do leito e da particula, os parametros
cromatogréificos e termodinamicos, as constantes de Henry e as curvas de van Deemter; e (ii)

experimentos com solucdes concentradas, visando obter a capacidade de saturacdo do leito

cromatografico e os parametros da isoterma de adsor¢ao de Langmuir competitiva.

4.1 — Materiais

4.1.1 — Mitotano

O mitotano (Figura 4.1), comercializado como racemato, foi adquirido da Yick-Vik
Chemicals and Pharmaceuticals (China). Apresenta massa molar de 320,04 g/gmol, sendo
constituido pelos enantidmeros R-(+) e S-(-). O estereocentro da molécula (representado pelo

asterisco) esta presente no dtomo de carbono localizado entre os dois anéis arométicos.

Cl Cl
Cl

Cl

Figura 4.1 — Estrutura molecular do mitotano.
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4.1.2 — Tracador

O composto 1, 3, 5-terc-butil-benzeno (Figura 4.2), conhecido como TTBB, foi
adquirido da Sigma-Aldrich (EUA), sendo inerte e apresentando massa molar de 264,44 g/gmol.
Devido ao seu potencial de penetrar por todos os intersticios das particulas da coluna, sem
interagir fisica e quimicamente com a FEQ, pode ser empregado como componente tragador na

determinacao da porosidade total de colunas.

gre
H,;C—C—CH;
HC CHs
H3C—(|: lc— CH;
CH; CH,

Figura 4.2 — Estrutura quimica do 1, 3, 5—terc-butil-benzeno (TTBB).

4.1.3 - Fase estacionaria

Nas separacOes cromatograficas envolvendo misturas racémicas, as fases estaciondrias
quirais (FEQ) constituidas por polissacarideos (celulose e amilose, principalmente), sdo
comumente utilizadas em diversos trabalhos reportados na literatura, por apresentarem maiores
eficiéncias e maior capacidade de saturacio (FRANCOTTE, 2001). Portanto, no presente
trabalho, foram utilizadas colunas cromatogréficas recheadas com as fases estaciondrias tris-3-
cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose (250 x 4,6 mm; 5 pm) e tris-3-5-dimetilfenilcarbamato
de amilose (100 x 10,0 mm; 20 um), denominadas comercialmente como Lux Cellulose-2®, da
Phenomenex-Alemanha (Figura 4.3) e Chiralpak® AD, da Chiral-Japao (Figura 4.4),

respectivamente.
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Figura 4.3 — Estrutura quimica da fase estaciondria quiral tris-3-cloro-4-metilfenilcarbamato de

celulose.
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Figura 4.4 — Estrutura quimica da fase estaciondria quiral tris-3,5 dimetilfenilcarbamato de

amilose.

Pode-se observar que, nas FEQ existem diferentes sitios de ligacdo que conferem as
mesmas uma seletividade e retencdo para uma infinidade de compostos quirais. Os dtomos de
oxigénio e nitrogénio, presentes na estrutura da FEQ, sao responsdaveis pela formacao de ligagcoes
de hidrogénio, ao passo que o dtomo de cloro, por ser fortemente eletronegativo, é responsavel
pelas interacdes dipolo com os compostos quirais de interesse. A existéncia do fenil na estrutura
dos polimeros constitui as interacdes do tipo m-m, enquanto que as estruturas linear da celulose e

helicoidal da amilose conferem os efeitos estéricos.
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4.1.4 - Fase movel

Foram utilizados solventes organicos de grau HPLC para a constituicao da fase mével:
n-hexano (95% pureza) e etanol (99,9% pureza), fornecidos pela Mallinckrodt (EUA); além de
também ter sido utilizado o 2-propanol (100% pureza) e metanol (100% pureza), obtidos da

Backer (EUA).

4.1.5 - Aparelhagem experimental

Os experimentos foram realizados num sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Figura 4.5), constituido por duas bombas da marca Shimadzu Corporation/Modelo
LC-20 AT e LC-10AD (Japao) e por dois detectores: um da Shimadzu Corporation/Modelo SPD-
20A (Japao) com detec¢do UV-VIS o outro da Jasco/Modelo CD-2095 Plus (Japao), com
deteccdo UV-VIS acoplado em série a um dicroismo circular. Todos os equipamentos foram
integrados a um sistema de aquisicao de dados utilizando o software LCsolution para a obtencao
dos picos cromatograficos e quantificacdo dos enantidmeros do mitotano. A temperatura da
coluna cromatografica foi controlada com o auxilio de um banho termostatizado da marca
Solab/Modelo SL 152 (Brasil). Foi utilizada uma balanca analitica da marca Mettler/Modelo
AJ150 (Suica) e um banho ultra-sonico da marca Cole Parmer/Modelo 8892R-MT (USA) para

desgaseificacao das fases moveis.
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Banho Termostatico

Fase Mavel
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Figura 4.5 — Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
4.2 — Métodos
4.2.1 - Selecao da fase movel

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a escolha da fase mével (FM) é de suma
importancia, pois a mesma desempenha um papel essencial nas separacdes enantioméricas.
Segundo Collins et al. (2006), ha trés critérios a serem considerados na selecao da fase mével: (I)
caracteristicas fisico-quimicas da fase movel, (II) a forca cromatografica da fase mével e (III)
seletividade da FM. As colunas Lux Cellulose-2 e Chiralpak AD apresentam uma limitacao
especifica com relacdo ao uso de alguns solventes organicos podendo, portanto, serem utilizados
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somente os seguintes: alcanos (hexano e heptano), alcodis (isopropanol, metanol e etanol) e
acetonitrila.

A defini¢ao da fase mével utilizada nos experimentos com a FEQ Lux Cellulose-2 foi,
inicialmente, tomada como referéncia a partir do trabalho de DIAS (2007), que combinou varios
solventes diferentes para identificar a fase movel mais adequada para a separacdo da mistura
enantiomérica. Em principio, os experimentos na FEQ Lux Cellulose-2 foram realizados com as
seguintes fases moveis, avaliadas individualmente: hexano puro, hexano/ isopropanol e
hexano/etanol. Nas fases mdveis proveniente das misturas do hexano com os alcodis, as razdes
entre eles foram realizados nas seguintes propor¢des 90:10; 95:5 e 99,9:0,1% (v/v). Foram
injetados 20 uL da amostra, a uma concentracdo de 0,2 mg/mL com uma vazao de eluicao de 1
mL/min e comprimento de onda de 270 nm para cada fase mdvel preparada. Analisando as
propor¢des de misturas do hexano com os alcodis na fase mével determinou-se uma razao
volumétrica de 99,9:0,1% (hexano/etanol), respectivamente, como sendo a que apresentou
melhor separacdo, mantendo-se constante até a conclusdo dos experimentos.

Na FEQ Chiralpak AD a definicio da fase moével foi, inicialmente, tomada como
referéncia de acordo com ALI e ABOUL-ENEIN (2002) que fez uso de acetonitrila e isopropanol
numa propor¢do 50:50% (v/v). Porém, devido a indisponibilidade de acetonitrila e sua escassez
no comércio, este método tornou-se inviavel. A alternativa encontrada foi o uso de metanol ao
invés de acetonitrila, pois ambos apresentam caracteristicas semelhantes, como por exemplo, a
forca polar. Apos a defini¢do da fase mével, definiram-se as proporcdes volumétricas de misturas
entre isopropanol e metanol que foram 25:75; 50:50 e 75:25, respectivamente. Realizaram-se
injecdes da amostra nas seguintes condi¢des cromatograficas: volume de inje¢cdo de 20 pL,
concentracdo da amostra de 2,0 mg/mL, vazdao de 1 mL/min e comprimento de onda de 270 nm
para cada fase movel estudada. Avaliando as combinag¢des de misturas de dois alcodis na fase
moével determinou-se uma propor¢cao de 60:40 (isopropanol/metanol), respectivamente, como

sendo a que apresentou melhor separacio e que se manteve constante até o término do trabalho.
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4.2.2 - Analise de resposta do sistema de deteccao

A andlise de resposta do sistema de detec¢do foi, inicialmente, definida a partir do
trabalho de DIAS (2007). Contudo, antes de iniciar os experimentos utilizando o comprimento de
onda de 270 nm, empregado por Dias (2007), realizou-se uma varredura espectral na regido do
UV-VIS (250 e 350 nm) a fim de comprovar o comprimento de onda ideal para o
desenvolvimento dos experimentos. As varreduras foram realizadas em duas solucdes diferentes:
a primeira numa solucdo de hexano/etanol (99,9: 0,1%) e a segunda numa solugdo de
isopropanol/metanol (60: 40%) com uma concentragdo de 6 mg/L e 5 mg/LL de mitotano,
respectivamente. As medidas de absorbancias foram determinadas num espectrofotometro,
previamente calibrado com os mesmo solventes da solu¢do de mitotano, os quais foram, também,

utilizados como referéncia para o branco do equipamento.

4.2.3 - Ordem de eluicao dos constituintes da mistura racémica

Ap6s a definicdo da fase mével para cada FEQ utilizada neste trabalho, as ordens de
eluicdo nas duas FEQ foram avaliadas através do detector de dicroismo circular (CD), com o
comprimento de onda previamente ajustado em 270 nm. As condi¢des cromatograficas utilizadas
para esta andlise foram: volume de injecao de 20 uL, solu¢gdes de mitotano na concentragdo de
0,2 mg/mL, vazdo de eluicdo 1 mL/min e temperatura de 25 °C na coluna Lux Cellulose-2,
enquanto que, na Chiralpak AD a concentragdo utilizada foi de 1,04 mg/mL com a mesma

condic¢do de volume, vazdo e temperatura da fase estaciondria anterior.
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4.2.2 — Experimentos com soluc¢oes diluidas

4.2.2.1 — Determinacao da porosidade total do leito

Para a determinacdo da porosidade total da coluna cromatografica foi necessdrio a
obtencdo de alguns parametros: (i) volume morto do sistema (volume de todo sistema
cromatografico sem a coluna) e (ii) volume total (volume de todo o sistema, inclusive a coluna),
que podem ser obtidos através da injecdo de um composto inerte (tracador). O produto entre o
tempo de retencdo do inerte (t’inerre) que passa pelo sistema sem a coluna e a vazao (Q), resulta no
volume morto do sistema (V).

O volume morto do sistema foi obtido através de um pulso cromatografico de 20 uL de
TTBB numa concentragdao de 0,1 mg/mL na temperatura de 25 °C, vazao de 0,2 mL/min e duas
fases moveis diferentes(hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1% v/v) no sistema cromatografico
sem coluna. Também foi realizado outro experimento para determinacdo do volume morto,
mantendo-se o volume de inje¢do e a temperatura, enquanto que a concentracdo de TTBB foi de
1,01 mg/mL e vazao de 2,0 mL/min.

Da mesma forma realizaram-se pulsos cromatogrificos nas mesmas condi¢des
cromatogréficas anteriores, porém utilizando o sistema cromatogrifico com coluna. O volume
total (V) foi determinado a partir do produto do tempo de reten¢@o do inerte (tinere) quU€ passa por
todo o sistema cromatografico (inclusive a coluna) e a vazdo. O valor da porosidade total foi

determinado de acordo com a Equacdo 4.1.

V-V
=-L M (4.1)

equagdo na qual, e1,Vr, Vi e V¢ sdo a porosidade total do leito, o volume total do sistema

cromatografico, o volume morto e o volume total geométrico da coluna, respectivamente.
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Uma segunda forma de obtencdo da porosidade total € através da andlise do primeiro
momento, onde se realizam vérios pulsos cromatogrificos em diferentes vazdes em um sistema
cromatografico com e sem a coluna. Na fase estaciondria Lux Cellulose — 2 a faixa de variag¢ao da
vazdo foi entre 0,2 e 1,8 mL/mim; e na Chiralpak AD foi entre 0,5 e 1,6 mL/min, por sua vez
foram mantidas as mesmas condicdes cromatograficas utilizadas anteriormente para cada coluna
estudada.

Para cada fase estaciondria foram calculados os tempos de retardamento do inerte dentro
da coluna a partir da diferenga entre os tempos do inerte, que passa através de todo o sistema,
pelo tempo do inerte excluindo a coluna do sistema cromatografico. A porosidade total foi obtida
através da constru¢do do grifico entre o tempo de retardamento do inerte (primeiro momento)
versus L/u (comprimento da coluna pela velocidade linear da fase mdvel). Sabendo-se que o
TTBB € um composto que ndo interage com a FEQ, entdo o termo relativo a adsor¢do é
desprezado. Portanto o coeficiente angular da Equacgdo 3.12 € a porosidade total.

Neste trabalho, para a determinacdo da porosidade total, considerou-se a Equacao 4.1,
uma vez que nao se obteve a porosidade do leito, requerida na Equagao 4.2, tendo sido estimada a

partir da Equagao 4.2.

4.2.2.3 — Determinacio da porosidade do leito e da particula

A porosidade do leito e da particula foram estimadas a partir da correlagdo de
RUTHVEN (1984), em que a porosidade da particula é definida como sendo igual a 0,45.
Utilizando-se a equacdo da porosidade total, expressa pela Equagdo 4.2, foi possivel estimar o

valor da porosidade do leito obtida através da anélise com TTBB.

er =€+ (1—¢€)¢p (4.2)

equacgdo na qual, er, € e ¢p € a porosidade total, a porosidade do leito e a porosidade da particula,

respectivamente.
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4.2.2.4 — Determinacao dos parametros cromatograficos

Na coluna analitica Lux Cellulose-2 os parametros de separagdo, tais como: o fator de
retencdo, o fator de separagdo, a resolugdo, o fator de assimetria e os nimeros de pratos tedricos
foram determinados a partir dos resultados das inje¢des de 20 uL do analito racémico numa
concentracdo de 0,2 mg/mL as vazdes 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8; 1,00; 1,20; 1,40 e 1,60 ml/min.
As inje¢des foram monitoradas por um detector UV-Vis a 270 nm, empregando-se as seguintes
fases mdveis: hexano puro e hexano/etanol (99,9: 0,1%). O mesmo procedimento foi aplicado a
solucdo de TTBB, numa concentracdo de 1,04 mL/min, em experimentos com e sem coluna
cromatogréifica, na mesma fase movel utilizada para elui¢do da mistura enantiomérica. Os valores
dos tempos de retenc@o, com e sem coluna, obtidos com TTBB, serviram para corrigir os tempos
de retenc@o da mistura racémica.

Na coluna semi-preparativa Chiralpak AD os parametros cromatograficos foram obtidos
com injecdes de 20 uL da mistura racémica, numa concentracao de 2,0 mg/mL as respectivas
vazdes 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 e 1,6 mL/min. Para corrigir os tempos de reten¢do dos
enantidmeros foram realizadas injecoes com TTBB na concentracdo de 2,14 mg/mL as vazdes
0,5; 0,6; 0,8, 1,0; 1,2; 14 e 1,6 mL/min. A fase moével utilizada nesta FEQ foi
1sopropanol/metanol 60:40% (v/v).

4.2.2.5 — Determinacao das constantes de Henry

Os pulsos cromatogréficos realizados no experimento anterior e a porosidade total obtida

para o sistema foram utilizados para a determinacdo das constantes de Henry, conforme a

Equacao 4.3.
Hi — ( tR,i—tinerte ) €T 4.3)
tinerte corrigido/ 1—€T

37



Materiais e Métodos

equacdo na qual, tr;, tinerte € tinerte comigido € O tempo de reten¢do do enantidmero, o tempo de
retengdo do inerte e o tempo de reten¢do do inerte corrigido, respectivamente. O tinerte corrigido
corresponde a subtracdo do tiyere pelo tempo de retencdo do inerte obtido por um pulso
cromatogréifico sem a fase estaciondria (FE).

Outro método para obtencdo da constante de Henry também pode ser empregado. Uma
vez que os experimentos tenham sido conduzidos em solugdes diluidas, o tempo de retencdo de
cada enantiomero € equivalente ao primeiro momento, conforme a Equagao 3.12. Portanto, o
coeficiente angular da curva obtida no grafico do primeiro momento de cada enantidbmero em
funcdo de L/u fornece a constante de equilibrio. Desta forma, a partir do valor da constante de

equilibrio e a porosidade da particula obtém a constante de Henry, conforme a Equagao 4.4.

K=¢ep+ (1—gp)H; (4.4)

equacgdo na qual, ep, K e H; é a porosidade da particula, a constante de equilibrio e a constante de
Henry, respectivamente.

Neste trabalho, para determinacdo da constante de Henry, considerou-se a Equacgado 4.2,
pois ndo obteve-se o valor exato da porosidade da particula, uma vez que utilizou-se a correlacao

de Ruthven (1984).

4.2.2.6 — Determinacio do coeficiente de dispersao axial e do parametro de transferéncia de

massa

Os coeficientes de dispersdo axial (Dy) e os parametros de transferéncia de massa (k)
foram determinados a partir dos dados obtidos nos experimentos para obtencao dos pardmetros de

separacdo dos enantidomeros da mistura racémica. O célculo da eficiéncia da coluna (N) e altura
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equivalente a um prato teérico (HETP) foram obtidos a partir das Equacdes 3.8 e 3.5,
respectivamente.

Construindo-se o grafico entre os valores de HETP versus a velocidade superficial (u),
obteve-se a curva de van Deemter, conforme ilustra a Equacao 3.18.

Os valores dos coeficientes da curva de van Deemter A, B e C foram definidos a partir
das Equagdes 3.19, 3.20 e 3.21, respectivamente.

Os valores de ky, e Dy, foram obtidos a partir dos coeficientes da curva de van Deemter e

a constante de equilibrio (K), determinada a partir do método do momento.

4.2.2.7 — Determinacio dos parametros termodinamicos

Os parametros termodindmicos de adsor¢do, com diferentes temperaturas, foram
determinados a partir dos dados obtidos nos experimentos para obtenc¢do dos parametros de
separacdo cromatografica. Na coluna analitica Lux Cellulose-2, as temperaturas analisadas
foram: 15, 25, 35 e 45 °C. Na coluna semi-preparativa Chiralpak AD, as temperaturas avaliadas
foram: 15, 20, 25 e 30 °C. Os parimetros termodinimicos de entalpia (4H?) e entropia de
adsorcdo (AS?) para o par enantiomérico da mistura racémica, além da temperatura
isoenantiosseletiva (Ti,) e a diferenca da variacdo da energia livre de Gibbs (44G?®), foram

determinados pelas Equagdes 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8, respectivamente.

0 0
Ink; = -1+ =L+ Ino 4.5)

equacgdo na qual, k;, ®, R sdo o fator de reteng¢do do soluto, a razdo de fase da coluna (volume da
fase liquida por volume do seletor quiral contendo a fase estaciondria), € a constante universal

dos gases perfeitos (8,31447 J/mol.K), respectivamente.
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AAH®  AASO
RT R

Ina = — (4.6)

equagio na qual, AAH® e AAS® representam as diferencas de AH? e AS? para os pares de

enantidmeros respectivamente.

k
AAG® = AAH® — TAAS® = —RTlna = —RTlIn (k—Z) @4.7)
1
equacdo na qual, k; e k, sdo os fatores de retencdo para primeiro o e segundo enantidmeros

dessorvido da coluna cromatografica, respectivamente.

0
__ AAHgg

T.. — AAHRs 4.8)
1SO AASOR’S (

4.2.3 — Experimentos com solucoes concentradas
4.2.3.1 — Determinacao das curvas de sobrecargas

O estudo da sobrecarga da coluna foi realizado para determinar a capacidade maxima de
separacdo dos enantidmeros. Isto auxilia na obtenc¢do da isoterma nao linear, fornecendo dados
suficientes para determinar a produtividade médxima da coluna cromatografica. Existem dois
métodos de obtencdo de sobrecargas: (i) sobrecarga de concentracdo — onde o volume de inje¢ao
permanece constante e a concentracdo da amostra varia, e (ii) sobrecarga de volume — onde o

volume de injecdo varia e a concentracdo da amostra permanece constante. Um fator importante
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para a sobrecarga € a solubilidade maxima dos componentes na fase mével, pois a escolha do
método dependerd da solubilidade dos componentes e do tipo de coluna, seja analitica ou semi-
preparativa.

Os experimentos realizados neste trabalho levaram-se em consideracdo os dois métodos
citados anteriormente. Para a coluna analitica Lux Cellulose-2, utilizou-se o método de
sobrecarga de concentragdo, mantendo-se o volume de injecdo constante de 20 uL. e variando-se
a concentragdo da mistura racémica: 2,0; 4,0; 6,0; e 10,0 g/L. J4, para a coluna semi-preparativa
Chiralpak AD, utilizou-se o método de sobrecarga de volume, mantendo-se a concentracdo da

amostra constante de 100 g/L e variando-se o volume de inje¢do utilizado: 20; 50; 100 e 200 pL.

4.2.3.2 — Determinacao das isotermas de adsorc¢ao

O método utilizado na determinagdo da isoterma ndo linear consistiu na obten¢do dos
tempos de retencdo dos pulsos analiticos, e dos tempos de retencdo a meia altura das frentes dos

picos, formados pelas inje¢des de sobrecarga, conforme ilustra a Figura 4.6.
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Tempo de retencio a
meia altura da frente do
pico de sobrecarga

Tempo [min]

Figura 4.6 — Visualizacdo de picos cromatograficos durante o experimento para a obtengao das

curvas de sobrecarga.

Os tempos de reten¢do obtidos, tanto no modo analitico quanto no modo de sobrecarga
para as duas FEQ estudadas, foram inseridos no software Help, desenvolvido pela Novasep. Esse
programa baseia-se no trabalho de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996) e considera uma isoterma
que representa a adsorcdo competitiva e ndo competitiva em diferentes sitios de adsorcdo, que é
caracteristica de separagdes quirais. A quantidade de espécies adsorvidas em sitios ndo
especificos € linearmente dependente da concentracdo da fase moével, como pode ser visto na

Equacdo 4.9.

q"BiCi
1+B,C1+B2C;

q; = AiCi + 4.9)
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equagdo na qual, Ai, qj, q e B; sdo a constante de adsor¢do linear para um componente i,

capacidade maxima de adsorcdo dos sitios enantiosseletivos (g de soluto por litro de fase
estaciondria), concentra¢ao do soluto para uma definida fase estaciondria (g de soluto por litro de
fase estaciondria) e a constante de adsor¢@o ndo linear do componente i, respectivamente.

Determinaram-se os tempos de retencdo dos enantidmeros para a fase estaciondria Lux
Cellulose-2 a partir da injecdo de 20 uL de uma solugdo 0,2 g/l do racemato e vazao de 1,0
mL/min. Para a fase estaciondria Chiralpak AD, determinaram-se os tempos de retengdo através
da injecao de 20 uL de uma solugdo 2,0 g/LL do racemato e vazdo de 2,0 mL/min. Os tempos de
retencdo a meia altura da frente dos pico de sobrecarga, foram determinados a partir de pulsos
cromatogréficos, para cada fase estaciondria, conforme descrito no topico anterior.

Deve-se ressaltar que, na injec@o da sobrecarga, a sobreposi¢cdo dos picos nao foi inferior
a 10% da altura do pico, garantindo assim uma aceitdvel precisdo com relagdo a estimativa da
isoterma de adsorcdo. O processo para a determinacao dos parametros da isoterma modificada bi-

Langmuir competitiva no software HELP, foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

(1) Inicialmente, na janela de entrada do software “HELP” (Figura 4.7), inseriu-se as medidas dos
parametros da coluna (didmetro, comprimento, porosidade da coluna e o tamanho da particula) e

a condicdo de injecdo analitica (vazao e tempo de retencdo dos enantidmeros).

B Help 03 CEX

Files view 7
~

T C__li?l?_‘l Adsorption isatherm | Hydrodynamics |

Column parameters Analytical injection

Colurnn diameter (cm)

Flowrate (mL/min) 1

Column length {cm) 10

Retention time 1 (min) 8.140
Retention time 2 {min) 12595

Eed density (ka/Ll) 0

191

Farticle size (um)

v

< >

Figura 4.7 — Janela de entrada de dados do software “HELP” que se refere as medidas dos

parametros da coluna e a injecdo analitica.
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(i1)) Numa outra janela (Figura 4.8), inseriram-se os dados das injecOes de sobrecarga (vazdo,
volume de injecdo, concentragdo dos enantidmeros e os tempos de retencdo a meia altura das
frentes dos picos). Em seguida, pressionou-se o botao “calculate” para obtenc¢do dos valores dos
parametros da isoterma de Langmuir competitiva. Na seqiiéncia, pressionou-se o botdo “verify”

para estimativa dos tempos de retencdo em funcdo da quantidade injetada e os tempos

experimentais, conforme ilustra a Figura 4.9.

B Help 10.3 H=E

Files ‘iew ?

Analptical injech

Hudradynamics ] |

Overloaded injections

Q (mLfmin) |Vinj (ul) |Cl (g/L) C2 (g/L) trl (min) tr2 (min) A
inj 1 20 50 50 7.775 11.350
inj 2 1 50 50 50 7675 10.842
inj 3 1 100 50 50 7.583 10.467
inj 4 1 200 50 50 7.500 10.158
inj 5
inj 6 v

Isotherms parameters

o NEC [ A | NKi | N
C!- = ,?,C! +m Espl 0.2607 24
TG+ A Esp?z |08 1.2061 24
CALCULATE | YERIFY | e

< b3

Figura 4.8 — Janela de entrada e saida dos dados do software HELP, que se refere as medidas de

sobrecarga e os parametros da isoterma de adsorcao.

Owverloaded injections

Fitting of overloaded injections

Atrl exp
tr1 cal
AtrZ2exp
1ir2 cal

Tr (min)

T T T T
o 1000 2500 2000 10000
injected amount (pg)

Figura 4.9 — Curva dos tempos de retencao em funcido da quantidade injetada sobre condi¢des de

sobrecarga, obtida através do software HELP.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos de acordo com os métodos descritos
na secdo anterior enfocando o estudo do comportamento das fases estaciondrias utilizadas,
variando-se a vazdo e temperatura. Também sdo expostos os parametros termodindmicos, de

transferéncia de massa e os de equilibrio das isotermas de adsorcao linear e ndo-linear.

5.1 — Selecao da fase méovel

Os primeiros experimentos foram realizados com hexano puro (Figura 5.1) conduzidos
na fase estaciondria Lux Cellulose-2, das quais foram obtidos valores de 1,95 e 1,136 para a
resolucdo e fator de separacdo, respectivamente. Estes parametros foram obtidos
experimentalmente a partir de um pulso cromatografico de 20 uL da solu¢do com concentragdao
0,2 mg/mL e vazdo de elui¢do 1,0 mL/min, medido no comprimento de onda (A) de 270 nm e

temperatura de 25 °C.

0,08

R-(+)-mitotano S-(-)-mitotano
0,07 4 t= 17,22 min tz= 19,13 min

0,06 -
0,05 ~
0,04 ~
0,03 ~
0,02 ~
0,01 ~ \1 K\
0,00 T T T

0 10 20 30 40
Tempo [min]

Resposta do dector [UA]

Figura 5.1 — Cromatograma da mistura racémica do mitotano obtido experimentalmente numa
base polissacarideo tris-3-cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose com a fase mdvel hexano,

numa vazao de 1,0 mL/min e comprimento de onda igual a 270 nm na temperatura de 25 °C.
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Com o objetivo de otimizar o tempo de resolucdo dos enantidmeros do mitotano, foram
adicionados modificadores polares (isopropanol e etanol) misciveis na FM hexano em diferentes
propor¢des. A mistura de hexano e isopropanol foi empregada na separa¢ao dos enantiomeros do
mitotano com a FEQ Lux Cellulose-2, porém, nenhuma das propor¢des utilizadas apresentou
separacdo. A falta de resolucdo com a fase movel hexano/isopropanol, pode ser atribuida ao
alcool presente na FM, uma vez que o isopropanol age como um competidor pelos sitios ativos da
fase estaciondria. Consequentemente, ligacdes de hidrogénio serdo formadas entre os grupos
hidroxila do dlcool e o oxigénio presente na fase estaciondria, possibilitando a existéncia de uma
maior interagdo com a fase estaciondria quando comparada com os enantidmeros da mistura
racémica. Supde-se que, haja uma maior afinidade (for¢ca de interacdo) da FM com a FEQ, assim,
como os enantiomeros possuem menor afinidade com a FEQ em relacdo a FM, entdo, espera-se
que ocorra uma rapida elui¢do sem que haja a separagdo dos mesmos.

Por outro lado, a mistura hexano/etanol 90:10% (v/v) apresentou sinal de separacdo dos
enantidmeros do mitotano (Figura 5.2), havendo, portanto, a formacao de duas bandas levemente
sobrepostas. Foi observado (Figura 5.3) que uma diminui¢do da fragdo de etanol na FM

aumentava os valores dos parametros de resolucao e o fator de separacao (o).

0,45

R(+)
0,40 - )

0,35 A
0,30 A
0,25 4
0,20 4

0,15 4
0,10 4

0,05 4 J
0,00

=T T

Resposta do detector [UA]

5 15 25 35
Tempo [min]

Figura 5.2 — Cromatograma da mistura racémica do mitotano obtido experimentalmente numa
base polissacarideo tris-3-cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose com a fase mdvel hexano +
10% de etanol, numa vazao de 0,2 ml/min e comprimento de onda igual a 270 nm na temperatura

de 25 °C.
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Figura 5.3 — Variacdo da resolucdo e fator de reten¢do em funcido da % de etanol, medido numa

vazdo de 0,2 mL/min, comprimento de onda de 270 nm e temperatura de 25 °C.

A Tabela 5.1 mostra com detalhes os valores dos fatores de retencdo, fatores de
separagdo e resolucdes obtidas na coluna Lux Cellulose-2 com a FM hexano/etanol em diferentes

proporg¢des.

Tabela 5.1 — Variacdo do fator de retengdo, fator de separacdo e resolucdo em fungdo da

concentracao da fase mével obtidos numa vazao de 1,0 mL/min.

Hexano/etanol % Fator de retencio Fator de
. Resolucao
(v/v) Kr(+) ks() separacao (o)
90/10 1,092 1,170 1,072 1,20
95/5 0,831 0,901 1,085 1,20
99,9/0,1 1,536 1,693 1,102 1,68

Foi visto anteriormente que com a adi¢do de isopropanol em hexano ndo foi possivel

obter separagdo, ao passo que com etanol, obteve-se uma melhor resolu¢dao. A diferenca de
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resolucdo pode ser explicada pela polaridade da molécula do dlcool. O etanol, por possuir uma
cadeia alquila menor que o isopropanol, o que lhe confere maior polaridade com os sitios ativos
da FEQ que possibilita maior interacdo dos enantidomeros do mitotano com os sitios ativos da
coluna, ocorrendo a separacgao.

Outro fator verificado na separacdo dos enantidmeros com a fase estaciondria Lux
Cellulose-2, foi o tempo de retencdo (Figura 5.4). Observou-se que, ao aumentar a fracdo de
etanol na mistura hexano/etanol, o tempo de retencdo esperado de ambos os enantiOmeros
diminufa. Vale ressaltar que os tempos de eluicdo para o enantidmero R-(+)-mitotano
apresentaram valores distintos, ou seja, enquanto utilizava-se apenas hexano como fase mével, o
tempo de elui¢do foi de 17,22 min ao passo que, com a adi¢cdo de etanol na propor¢do de 0,1 %

(em volume), o tempo reduziu consideravelmente para 7,78 min.

0,35+ R (+)s (-)
0,30
0,25+
0,20
0,15

0,10+
R(+) s ()
0,05+ \ ‘\\
AR
0’00 T T ‘ I\J T T T
5 6 7 8 9 16 18 20 22 24

Tempo [min]

Resposta do detector [ UA ]

Figura 5.4 — Cromatograma obtido experimentalmente em duas fases moéveis diferentes: (linha
escura) Hexano + 0,1% de etanol e (linha vermelha) Hexano puro (volume injetado de 20 uL,

vazdo de 1,00 mL/min e temperatura de 25 °C).
Na coluna cromatografica Chiralpak AD a fase movel, inicialmente utilizada, foi

acetonitrila/isopropanol 50:50% (v/v), dos quais foram determinados os parametros de separagcao

R; e a, cujos valores foram de 3,27 e 5,76, respectivamente (Figura 5.5).
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Figura 5.5 — Cromatograma da mistura racémica do mitotano obtido experimentalmente numa
base de polissacarideo tris-3,5 dimetilfenilcarbamato de amilose com a fase mdvel
acetonitrila/isopropanol 50:50% (v/v); injecdo de 20 puL; concentragdo de 10 g/L; vazao de 1,0

ml/min; comprimento de onda de 270 nm; e temperatura de 25 °C.

O reconhecimento quiral dos enantidmeros do mitotano com a fase estaciondria tris-3,5
dimetilfenilcarbamato de amilose, foi melhorada com o aumento da fracdo de acetonitrila na
mistura. Apesar de se alcancar uma alta seletividade com acetonitrila e isopropanol, outro
experimento foi realizado com metanol e isopropanol, devido a escassez de acetonitrila no
mercado de solventes o que elevou o seu custo em relacdo ao dlcool. Embora a fase médvel
1sopropanol/metanol 60:40% (v/v) apresentasse relativamente uma baixa solubilidade da mistura
racémica de mitotano (120 g/L), a fase mdvel isopropanol/acetonitrila 75:25 (v/v) atingiu valores
de solubilidade expressivamente maiores (360 g/L). Além disso, a solubiliza¢do de mitotano na
mistura dos alcodis sé foi possivel com o auxilio de um ultrasom, enquanto que com isopropanol
e acetonitrila somente com uma agitacdo manual foi necessdria.

Os experimentos com 0s solventes isopropanol e metanol foram realizados em trés
diferentes proporcdes, como abordado no tépico 4.2.1.1. As Figuras 5.6 ¢ 5.7 mostram a variagao

da resolu¢c@o em fun¢do da propor¢ao volumétrica entre isopropanol e metanol.
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Figura 5.6 — Variagao da resolucao em funcdo da concentracdao de metanol na fase mével.

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os respectivos valores dos fatores de retengdo, fatores de
separacdo e resolucdo, obtidos na coluna Chiralpak AD com a FM isopropanol/metanol em
diferentes propor¢des. Nota-se que em concentragdes superiores a 75% de metanol, ndo foi
possivel separar os enantidmeros. Por sua vez, em concentracdes mais baixas do dlcool na
mistura, a resolucio e o fator de separacido dos enantidmeros aumentavam. Apesar da existéncia
de uma considerdvel resolucdo entre eles, com uma maior porcentagem de isopropanol presente
na fase, o trabalho foi desenvolvido com uma proporcao intermedidria, correspondendo 60:40

(v/v) de isopropanol/metanol.

Tabela 5.2 — Variacdo do fator de retengdo, fator de separacdo e resolucdo em fungdo da

concentracdo da fase movel

Isopropanol/metanol Fator de retencao Fator de
. Resolucao
% (v/v) ks Kr) separacao (o)
75125 0,40 3,19 7,9 6,8
50/50 0,37 0,62 1,66 1,67
25/75 0,48 0,48 1 0,0
100° 0,49 0,49 1 0,0

(*) Este valor refere-se a uma fase mével constituida apenas por metanol.
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5.2 - Anadlise de resposta do sistema de deteccao

Uma solucdo contendo a mistura racémica de mitotano foi submetida a um espectro
ultravioleta, através de teste de varredura, para determinacdo do comprimento de onda maximo
sob o qual o farmaco absorve. Foram encontrados os valor de 260 e 270 nm para a absor¢ao
méxima do mitotano em fase mével constituida por isopropanol/metanol 60:40 % (v/v) (Figura
5.7) e hexano/etanol 99,9/0,1% (v/v) (Figura 5.8), respectivamente. Apesar da obtencdo de dois

comprimentos de onda distintos, os estudos foram conduzidos a 270 nm.
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Figura 5.7 — Espectro de varredura da solu¢do de mitotano racémico. Concentragdao de 6 mg/L na

fase movel isopropanol/metanol 60:40% (v/v).
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Figura 5.8 — Espectro de varredura da solu¢do de mitotano racémico. Concentragdao de 6 mg/L na

fase mével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v).

5.3 - Ordem de eluicao dos constituintes da mistura racémica

A determinacdo da ordem de elui¢do foi realizada num detector de dicroismo circular
(CD) em série com um detector UV-VIS. Nesta condicao foi possivel detectar os dois sinais dos
picos formados pelo CD e UV-VIS. Houve uma diferenca de sensibilidade entre os dois
detectores, sendo que o CD apresentou uma menor sensibilidade em relacdo ao UV-VIS, cuja
altura do pico no CD foi menor em relacio ao detectado pelo UV-VIS. No trabalho realizado por
Dias (2007) foi relatado que a intensidade dos picos entre UV-VIS e CD formados nao foi tao
significante como o observado na presente dissertacdo. Talvez este desvio tenha sido causado
pela condi¢do da lampada, ou seja, ela tinha mais horas de uso quando foi utilizada no
desenvolvimento desta dissertacdo. Além disso, verificou—se que, o primeiro e o segundo pico
formado correspondiam aos enantiomeros S(-) e R(+), respectivamente (Figura 5.10). Por outro
lado, no presente trabalho (Figura 5.11), observou-se que houve uma inversdo da ordem de
eluicdo, ou seja, o enantidomero R(+) eluiu primeiro. O motivo atribuido a esta inversdo deve-se a
mudanca da fase estaciondria utilizada (Lux Cellulose-2), uma vez que a fase mével empregada

foi idéntica a utilizada no trabalho de Dias (2007).
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Figura 5.9 — Perfil de eluicdo dos enantidmeros do mitotano detectado, na fase mével hexano

puro, no CD e UV formado a partir de uma inje¢cdo de 200 uL, vazdo de 2,0 mL/min e

comprimento de onda 270 nm. DIAS ( 2007).

0,010 R (+) S(-)
—— Cromatograma UV
——— Cromatograma CD

Resposta do detector [UA]

Tempo [min]

Figura 5.10 - Perfil de eluicdo dos enantidomeros do mitotano, na fase moével hexano puro,
detectado no CD e UV; injecdo de 20 pL da solugdo; concentracdo de 0,2 g/L; vazdo de 1,0

mL/min; comprimento de onda de 270 nm; e temperatura de 25 °C.
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Nota-se que, na coluna Chiralpak AD, os pares enantioméricos foram eluidos de forma
diferente da observada na coluna Lux Cellulose-2, o qual o componente menos retido tratava-se
do enantiomero S(-) devido a rotagdo do plano da luz ser negativa. Portanto, o mais retido
referiu-se ao enantiomero R(+) com rotagdo positiva no plano da luz. A Figura 5.11 apresenta a
conformacgdo dos picos determinados com os detectores de CD e UV — Vis, em que é mostrada a
inversdo da eluicdo dos enantidmeros do mitotano. A mudanca no perfil de eluicdo entre as
colunas Lux Cellulose-2 e Chiralpak AD devem-se a alteragdao do leito empacotado ou da fase
movel utilizada. Nos estudos reportados por Wang et al., (2000) foi verificado que a mudanca da

fase movel ocasionou a inversdao da ordem de eluicao.
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Figura 5.11 - Perfil de elui¢do dos enantidmeros do mitotano, na fase mdvel isopropanol/metanol

(60:40%, vIv), detectado no CD e UV; injecao de 20 uL da solugdo; concentracdo de 1,04 g/L;

vazao de 1,0 mL/min; comprimento de onda de 270 nm; e temperatura de 25 °C.
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5.4. — Experimentos com solucoes diluidas

5.4.1 - Determinacao das porosidades total (gr), do leito (¢) e das particulas (gp)

A porosidade total (er) foi determinada a partir de pulsos cromatograficos como
discutido no tépico 4.2.2.1. O valor obtido da porosidade total da coluna Lux Cellulose-2 com a
fase movel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) foi de 0,684 + 0,007. Com a mesma fase estacionaria
acima citada, porém com a fase mével hexano puro, a porosidade total encontrada foi de 0,689 +
0,007. As Tabelas 5.3 e 5.4 mostram as vazdes e os respectivos volumes totais (V) e mortos
(VM) obtidos na coluna Lux Cellulose-2 com as duas fases moéveis anteriormente descritas. As
porosidades totais das colunas cromatografica utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir da

Equacdo 4.1.

Tabela 5.3 — Porosidade total da fase estacionaria Lux Cellulose — 2 com fase movel

hexano/etanol 99,9:0,01 (v/v) na temperatura de 25 °C.

Q (cm’/min)  Vy(cm’) Vm(em’) &1
0,2 3,004 0,184 0,679
0,3 3,013 0,189 0,680
0,4 2,999 0,186 0,678
0,5 3,031 0,185 0,686
0,6 3,052 0,194 0,689
0,8 3,064 0,194 0,692
1,0 3,030 0,202 0,681

Média 0,684 + 0,007
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Tabela 5.4 — Porosidade total da fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com fase mdvel hexano puro

na temperatura de 25 °C.

Q (cm3/min) Vr (cm3) Vm (cm3) €T
0,5 2,999 0,185 0,678
0,6 3,051 0,194 0,688
0,8 3,064 0,194 0,692
1,0 3,030 0,202 0,681
1,2 3,080 0,197 0,695
1,4 3,078 0,196 0,694
1,6 3,093 0,205 0,696

Média 0,689 + 0,007

Pode-se observar que, a porosidade total obtida na fase mével hexano puro e
hexano/etanol sdo distintas. Fazendo-se o teste t entre os valores médios encontrado, para um
intervalo de confianga de 95%, tem-se que, o valor de t de student tabelado (i) € igual a 12,71.

O valor de t calculado (t,) foi obtido a partir da Equagao 5.1.

% (5.1)

Vn

tcalc

equagdo na qual X, u, o e n correspondem a média amostral, média do valor tedrico, desvio
padrao e o nimero de amostra. O tey corresponde a 0,9998. Como o valor de teye < tep, pode-se
dizer, entdo, que ndo ha diferenca significativa entre as duas porosidades encontrada com as
diferentes fases moveis.

Na coluna Chiralpak AD a porosidade total encontrada foi de 0,686 + 0,003. A Tabela
5.5 mostra as vazdes e os respectivos volumes totais (V1) e mortos (Vy) obtidos na coluna
Chiralpak AD com a fase movel constituida pelos solventes isopropanol/metanol 60:40% (v/v).
Mihlbachler et al. (2006), trabalhando com a mesma fase estaciondria obteve uma porosidade
total de 0,648 enquanto que no trabalho reportado por Zabka e Rodrigues (2007), obteve-se um
valor de 0,610.
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Uma justificativa plausivel na diferenca dos valores de porosidade pode ser atribuida as

condi¢Oes distintas sob as quais as colunas foram recheadas.

Tabela 5.5 — Parametros obtidos experimentalmente para determinar a porosidade total da fase
estaciondria Chiralpak AD com fase mdvel isopropanol/metanol 60:40% (v/v) na temperatura de

25 °C.

Q (cm3/min) Vr (cm3) Vm (cm3) €T
0,4 5,558 0,190 0,684
0,6 5,574 0,203 0,684
0,8 5,574 0,194 0,685
1,0 5,594 0,202 0,687
1,2 5,636 0,217 0,690
1,4 5,572 0,210 0,683

Média 0,686 + 0,003

Para as temperaturas de 15, 20, 30 e 45 °C nao houve a necessidade em se determinar a
porosidade total, pois conforme relatado por Lao; Gan (2008), a porosidade total, apds a corre¢ao
termodinamica de expansao do solvente ndo sofre modificagdo com a variacdo da temperatura, ou
seja, a porosidade é um parametro hidrodindmico que depende somente do tamanho dos poros,
diametro da particula e da densidade do recheio.

A porosidade do leito (¢) nas colunas Lux Cellulose-2 e Chiralpak AD foi estimada a
partir da Equacdo 4.3 juntamente com a correlacdo de Ruthven (1984), em que a porosidade da
particula (ep) € aproximadamente 0,45. Neste trabalho ndo foi possivel determinar,
experimentalmente, a porosidade do leito, visto que faltavam informacdes mais detalhadas a
respeito do leito cromatografico.

Portanto, a porosidade do leito estimada para a coluna Lux Cellulose — 2 com as fases
moveis hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) foram 0,44 e 0,413, respectivamente, ao
passo que na coluna Chiralpak AD a porosidade do leito foi de 0,429.

Sartor (2006) determinou a porosidade do leito da FEQ Kromasil CHI-TBB a partir do

composto poliestireno dissolvido em tetrahidrofurano (THF). Como o THF € um solvente
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extremamente forte e capaz de destruir as fases quirais Lux Cellulose — 2 e Chiralpak AD, nido foi

possivel determinar a porosidade do leito pelo mesmo método.

5.4.2 - Determinacio dos parametros cromatograficos

As Tabelas 5.6 e 5.7 apresentam os dados dos fatores de retencdo (k) e de separagdo (o)
obtidos na coluna Lux Cellulose-2 com as fases mdveis hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1%
(v/v) em diferentes temperaturas. Pode-se observar que, quando se acrescentou etanol em hexano,
o fator de retencd@o obtido na temperatura de 25 °C para o enantiomero R-(+)-mitotano reduziu de
5,12 para 1,30. Essa reducdo pode ser justificada pela adi¢cdo de etanol na fase mdvel o que
provoca uma diminui¢do na intera¢ao do soluto com a fase estaciondria. Por esta razao é que os
modificadores polares sdo utilizados, justamente para aumentar a forca cromatografica e diminuir
a retenc¢do dos componentes da mistura dentro da coluna de cromatografia.

Em geral, os fatores de retencdo decrescem com o aumento da temperatura, mas no
presente trabalho pode-se notar que, com a fase mdével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v), essa
variacdo ndo ocorreu. Foi observado que os fatores de retencdo dos enantidmeros estudados
diminuiram com o aumento da temperatura (Tabela 5.7). Provavelmente a causa dessa
diminuicdo deve-se a variacdo da composicio da fase moével, pois, no momento do
condicionamento térmico do eluente, o etanol talvez tenha evaporado, jd que se encontrava em
quantidade menor na fase mdével. A mesma observacao se deu para o fator de separacdo (ou
seletividade), cujos valores aumentaram com o aumento da temperatura e esta causa também

pode estar relacionada a mudanca da composicao de etanol presente na fase mével.
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Tabela 5.6 — Fatores de reten¢do (k) e de separacdo (o) do mitotano em Lux Cellulose — 2 com a

fase movel hexano puro em da temperatura

Temperatura (°C) k; [R-(+)] ks [S-(-)] a
15 5,58 6,31 1,13
25 5,12 5,81 1,14
35 4,82 5,41 1,12
45 3,73 4,14 1,11

Tabela 5.7 — Fatores de capacidade (k) e de separagao (o) do mitotano em Lux Cellulose — 2 com

a fase mével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) em da temperatura

Temperatura (°C) k; [R-(+)] ks [S-(-)] a
15 1,16 1,26 1,09
25 1,30 1,40 1,07
35 1,62 1,70 1,05
45 1,50 1,63 1,09

E vilido ressaltar que o maior valor de resolucdo foi obtido utilizando-se a fase mével
composta por hexano puro e uma coluna Lux-Cellulose-2 operada na temperatura de 15 °C e na
vazdo de 0,5 mL/min (Figura 5.12). No entanto, esperava-se que a resolucdo diminuisse com o
aumento da temperatura; contudo, o que se obteve foi um aumento da resolu¢do a partir da
temperatura de 35 °C, o que pode ser explicado pela modificacdo do arranjo estrutural da fase
estaciondria causado pela variacdo do efeito térmico. Por outro lado, quando se utilizou a fase
moével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) observou-se um aumento na resolu¢cdo com o aumento da
temperatura. Este aumento pode ser atribuido a evaporacdo do etanol da fase mével juntamente
com a modificagdo conformacional da fase estaciondria, uma vez que, maiores resolucdes foram

alcancadas utilizando-se hexano puro (Figura 5.13).
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Figura 5.12 — Variagdo da resolu¢do na separacdo dos enantidomeros em fungdo da temperatura
em diferentes vazdes, obtida na fase mdvel hexano puro e fase estaciondria Lux Cellulose — 2

com inje¢des de 20 uL; concentragao de 0,2 g/L ; e comprimento de onda de 270 nm.
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Figura 5.13 — Variagdo da resolu¢do na separacao dos enantidomeros em fun¢do da temperatura
em diferentes vazdes, obtido na fase mével hexano/etanol 99,9:0,1 (v/v) e fase estacionaria Lux
Cellulose — 2 com injecdes de 20 puL; concentracdo de 0,2 g/L; e comprimento de onda de 270

nm.
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Para os dados obtidos com a fase mdvel hexano puro, o efeito da vazdo sobre a
resolucdo estudado em diferentes temperaturas (15, 25, 35 e 45 °C), mostrou que a 35 °C, a
varia¢do da resolu¢do aumentou entre as vazdes de 0,6 e 1,0 mL/min e decresceu a partir de 1,0
mL/min,voltando a aumentar com a vazdo de 1,6 mL/min. Geralmente o que se observa é uma
diminui¢do da resolu¢do com o aumento da vazao que ocorre devido ao efeito dispersivo do pico.
Ao contrario do que foi visto com as temperaturas de 15, 25 e 45 °C, provavelmente o problema
da variagao da resolug¢do em funcdo da vazao a 35 °C deve-se ao periodo transitério de adaptacao
da fase estaciondria nesta temperatura, ou seja, as medidas foram obtidas antes que a coluna Lux

Cellulose-2 atingisse uma transicao estavel (Figura 5.14).

2,40

2,20 ~ *

2,00 ~ i
A

o
b

1,80 -

Resolugao
>e

>
*

1,60 - X

1,40 - X

1,20 T T
0,3 0,8 1,3 1,8

Q [mL/min]

¢ 15°C 25°C A35°C x45°C

Figura 5.14 — Variacdo da resoluc@o na separacao dos enantidmeros com a vazao em diferentes
temperaturas, obtido na fase moével hexano puro e fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com

injecoes de 20 uL da solugdo na concentragao de 0,2 g/L e comprimento de onda de 270 nm.
Para a fase movel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v), a resolucdo tende a diminuir com o

aumento da vazdo, apesar de se obter melhores separagdes nas temperaturas de 35 e 45 °C.

Conforme explicado anteriormente, em temperaturas relativamente mais elevadas, o etanol,
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presente na fase moével, pode ter evaporado, resultando em valores de resolucio maiores nas

temperaturas de 15 e 25 °C (Figura 5.15).
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Figura 5.15 — Variagdo da resoluc@o na separacdo dos enantidmeros com a vazao em diferentes
temperaturas, obtido na fase moével hexano/etanol 99,9:0,1 (v/v) e fase estaciondria Lux
Cellulose — 2 com injecdes de 20 puL; concentracdo de 0,2 g/L; e comprimento de onda de 270

nm.

De acordo com os valores dos fatores de retencdo (k) e de separagdo (o) obtidos na
coluna Chiralpak AD com a fase mdvel isopropanol/metanol 60:40% (v/v) em diferentes
temperaturas (Tabela 5.8), foi observado que a variagdo destes fatores podem ser descritas
conforme as EquacOes 4.13 e 4.14. Vale ressaltar ainda que, nesta coluna foram alcancados
fatores de separacdo muito superiores aos obtidos na coluna Lux Cellulose-2. Ja4 com relagdo aos
fatores de retencdo, o enantidmero S-(-)-mitotano apresentou valores menores quando comparado
ao enantidmero R-(+)-mitotano, para toda a faixa de temperatura estudada. Uma das explicacdes
para esta observacdo pode estar relacionada a forca cromatografica da fase movel que, por

apresentar maior polaridade em funcdo dos alcodis que a constitui, permite uma eluicdo mais
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rdpida do enantidbmero S-(-)-mitotano, o que, consequentemente, reduz a interagdo deste com a

fase estaciondria.

Tabela 5.8 — Fatores de retencdo (k) e de separacdo (o) do mitotano em coluna Chiralpak AD

com a fase movel isopropanol/metanol 60:40% (v/v) em funcdo da variacio de temperatura

Temperatura (°C) K; [S-(-)] k; [R-(+)] a
G 0,44 1.56 3.54
20 0,43 1,48 3,44
25 0,41 1,35 3,29
30 0,38 1,16 3,09

A variagdo da resolucdo em fun¢do da temperatura estudada na coluna Chiralpak AD
para separacdo dos enantidmeros do mitotano (Figura 5.16) foi observado que, a 25 °C atingiu
resolucdo mdéxima. Enquanto que, na temperatura abaixo e acima de 25 °C os valores
diminuiram. Uma explicacdo plausivel para esta variagdo deve-se aos efeitos enantiosseletivos
que se comportam de formas diferentes quando ocorre a mudanga da temperatura, isto é, ocorre

uma mudanga na conformagao da fase estaciondria provocando a diferencia¢do na resolugdo.
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Figura 5.16 — Variagdo da resolucdo na separacdo dos enantidmeros com a temperatura em
diferentes vazdes, obtido na fase modvel isopropanol/metanol 60:40 (v/v) e fase estaciondria

Chiralpak — AD com injecdes de 20 uL da solu¢@o na concentracdo de 0,2 g/L. e comprimento de
onda de 270 nm.

Foi discutido anteriormente que, normalmente a resolu¢do diminui com aumento da
vazdo devido ao efeito dispersivo dos picos. Este efeito foi observado na separacdo dos
enantidmeros do mitotano com a coluna Chiralpak AD (Figura 5.17) em todas as temperaturas

estudadas.
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Figura 5.17 — Variagdo da resoluc@o na separacdo dos enantidmeros com a vazao em diferentes

temperaturas, obtido na fase mével isopropanol/metanol 60:40 (v/v) e fase estaciondria Chiralpak

— AD com injecdes de 20 puL da solucdo na concentragdo de 0,2 g/l e comprimento de onda de

270 nm.

5.4.3 - Determinacio das constantes de Henry

A Tabela 5.9 apresenta os valores das constantes de Henry (ou coeficiente de particao)

obtidas em diferentes temperaturas e fases mdveis. As constantes de Henry foram obtidas a partir

da porosidade total juntamente com os tempos de retencdo dos enantidbmeros e o tracador,

corrigidos conforme a equacdo 4.4. Em geral, a constante de Henry diminui com o aumento da

temperatura; no entanto, pode ser observado nos resultados experimentais que o aumento da

temperatura pdde ter levado a uma menor interacdo entre etanol-fase estaciondria o que,

consequentemente, acabou resultando numa maior interacdo entre soluto-fase estaciondria. Por

outro lado, com a fase mdvel hexano puro os enantidmeros apresentaram uma menor interacao

com a fase estaciondria em temperaturas mais elevadas, o que de fato, estd de acordo com a

literatura. Foi observado que a diferenga entre os coeficientes de particio dos enantiomeros R-(+)
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e S-(-) foi desprezivel, ou seja, notou-se que as capacidades méximas de adsor¢cdo do soluto pela

fase estaciondria para ambos os enantidmeros foram praticamente iguais.

Tabela 5.9 — Variacao da constante de Henry em fung¢do da temperatura obtida na coluna Lux

Cellulose-2 em diferentes fases méveis: hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v).

Constante de Henry (H;)
Fase movel T (°C)
Hg) = 8

15 2,480+0,130 2,730+0,147
Hexano/etanol 25 2,757%0,175 3,029+0,200
99,9:0,1% (v/v) 35 3,339+0,542 3,684+0,617

45 3,260+0,112 3,582+0,127

15 12,230+0,334 13,871+0,384

25 11,268+0,401 12,795+0,469

Hexano puro
35 10,602+0,195 11,918+0,222
45 8,185+0,122 9,123+0,139

A Tabela 5.10 mostra os valores das constantes de Henry obtidos na coluna Chiralpak
AD. Esta coluna apresentou uma elevada diferenca de interacdo entre os enantidomeros do
mitotano em relacdo a coluna Lux Cellulose-2. Além disso, o decréscimo dos coeficientes de

particdo para o enantiomero S(-) foi menos influenciado pela temperatura que o R(+).

Tabela 5.10 — Variacdo da constante de Henry em funcdo da temperatura obtida na coluna

Chiralpak AD com a fase mével isopropanol/metanol 60:40% (v/v).

Constante de Henry (H;)
Fase movel T (°C)
Hs(, Hr@)
15 0,960 3,405
Isopropanol/metanol 20 0,940 3,231
60:40% (v/v) 25 0,893 2,935
30 0,818 2,529
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5.4.4 - Determinacao do coeficiente de dispersao axial e do parametro de transferéncia de

massa

As Tabelas 5.11 e 5.12 apresentam a quantidade dos niimeros de pratos Ng) € Ns(.) para
cada um dos enantidmeros do mitotano, obtidos na coluna Lux Cellulose-2, com as fases moveis

hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) em diferentes temperaturas e vazdes.

Tabela 5.11 — Numeros de pratos em diferentes temperaturas e vazdes para os enantiomeros do

mitotano separados na fase estaciondria Lux Cellulose-2 com a fase modvel hexano/etanol

99,9:0,1% (v/v).

Q Temperatura (°C)
(mL/min) 15 25 35 15 25 35
NR.) Ns.()

0,3 14125 13548 10817 13999 13182 11583
0,4 13008 13354 10579 13432 13192 11387
0,5 12374 12853 11957 12788 12694 12265
0,6 11257 12223 12052 12133 12108 12383
0,8 11257 10658 11888 10997 10721 11702
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Tabela 5.12 — Numeros de pratos tedricos em diferentes temperaturas e vazdes para 0S

enantidmeros do mitotano separados na fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com a fase mével

hexano.
Q Temperatura (°C)
(mL/min) 15 25 35 15 25 35
Nr-+) Ns.¢)
0,5 6625 5934 4168 7218 6518 4861
0,6 6131 6493 3846 6636 7190 4501
0,8 5629 5894 3588 6104 6502 4208
1,0 4294 5261 3290 4767 5807 3842
1,2 4387 4591 3053 4776 5001 3559

Normalmente, os ndmeros de pratos aumentam com a elevacdo da temperatura e
decrescem com o aumento da vazdo (Dias, 2007; Sartor, 2006; Rosa, 2005). No entanto, no
presente trabalho, observa-se um decréscimo do nimero de pratos teéricos com o aumento da
temperatura, a uma baixa vazdo da fase moével. Os resultados podem ser justificados pelo
condicionamento térmico inadequado da coluna e da fase mével nas temperaturas analisadas, ou
entdo, por apresentarem valores proximos do ponto 6timo da equagdo de van Deemter (Equacdo
4.8) que, possivelmente, ocasiona flutuacdes nos nimeros de pratos com pequenas variagdes na
temperatura.

As Figuras 5.18 e 5.19 mostram, a dependéncia de HETP com a velocidade superficial
de escoamento (u) para os enantiomeros R-(+) e S-(-) obtida em diferentes temperaturas e o
ajuste pelo modelo cinético da equacdo de van Deemter para o sistema cromatografico
constituido pela coluna Lux Cellulose-2 e pela fase mével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v). Pode-
se observar que os valores obtidos encontram-se proximo do ponto de inflexdo minimo da
equacdo de van Deemter, indicando que os efeitos de difusdo molecular sdo evidenciados no

sistema.
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Figura 5.18 — Curvas de van Deemter obtidas na fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com a fase
movel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) para o enantidmero S-(-)-mitotano. As linhas tracejadas
referem-se aos dados obtidos apds o ajuste da equacdo de van Deemter; os simbolos

(), (o),(a)e B representam os dados obtidos experimentalmente.
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Figura 5.19 — Curvas de van Deemter obtidas na fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com a fase
movel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) para o enantidbmero R-(+)-mitotano. As linhas tracejadas
referem-se aos dados obtidos apds o ajuste da equacdo de van Deemter; os simbolos representam

os (°),(o),(a)e ) dados obtidos experimentalmente.
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A Tabela 5.13 apresenta os valores dos parametros A, B e C da equagdo de van Deemter
com seus respectivos desvios padrdo obtidos a partir da separacio dos enantidmeros do mitotano.

O valor de “A” corresponde 2 dispersdo axial das moléculas do soluto. A medida que se
aumenta a temperatura, observa-se uma variacao dos valores desse parametro, devido a variacao
da difusdo turbilhonar causada pela diminui¢do da viscosidade da fase mével (equacao 4.9).

O termo “B’representa a difusividade molecular. Quando se aumenta a temperatura
dentro do sistema cromatografico essa difusividade também aumenta, ou seja, ela é diretamente
proporcional a este termo (equacdo 4.10). No entanto, o condicionamento da coluna pode ter
ocorrido de forma inadequada, o que certamente provocou uma variacdo do termo “B” ndo
condizente com a equagdo de van Deemter.

O parametro “C” representa a contribuicao devido a resisténcia a transferéncia de massa
que diminui com o aumento da temperatura (equagdo 4.11). Essa diminuicdo se deve ao aumento
dos coeficientes globais de transferéncia de massa (k) favorecidos pela reducdo da viscosidade
da fase mével quando se aumenta a temperatura. Pode-se observar (Tabela 5.13) que, os valores
de “C” variam a partir de 25 °C, enquanto que a 15 °C o mesmo parametro se mantém
praticamente constante, o que pode ser justificado pelo controle inadequado da temperatura do

sistema cromatografico.

Tabela 5.13 — Parametros da equacdo de van Deemter obtidos na fase estaciondria Lux Cellulose

— 2 com hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) em varias temperaturas diferentes

Enantiomeros T (°C) A B C
15 11,7x10™%% 4,0x10° 47,0x107+5,0x10°  2,0x10+6,2x10®
25 7.0x107+13,0x10°  9,9x10*+16,0x10°  3,1x107*+2,0x10”

R (+)
35 8,9x107£18,0x10” 20,1x107+27,0x10°  1,7x107+3,0x10”
45 11,8x107# 6,0x10° 11,5x107+9,0x10°  1,6x107+8,0x10°
15 11,4x107+ 5,0x10°  5,1x10"+6,0x10°  2,1x107+8,2x10°
S0 25 8,5x107£11,0x10”  9,2x107+13,0x10°  2,7x107+2,0x10”

35 11,0x107£12,0x10° 14,2x107°+18,0x10°  1,5x10™*+2,0x10
45  123x107% 3,0x10°  9,8x107+5.0x10°  1,4x10™+4,6x10°
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Segundo Wang e Ching (2002), os coeficientes de dispersdo axial (Dr) para ambos os
enantidmeros devem ser os mesmos. Diante dos resultados obtidos para dispersao axial observou-
se essa igualdade para ambos os enantidmeros, como mostra a Tabela 5.14. A pequena diferenca
observada entre eles podem ser atribuidas a um erro experimental, enquanto que a diferenca entre
os valores de (k) pode ser atribuida a distin¢@o cinética do processo de adsorcdo e dessor¢ao. A
coluna Lux Cellulose-2 apresenta uma eficiéncia muito alta, visto que a ordem de magnitude dos
valores de ky, € elevada. Isto indica que a resisténcia a transferéncia de massa dentro da particula

da fase estaciondria é muito pequena devido ao elevado valor de k;, encontrado.

Tabela 5.14 — Valores de Dy, e km obtidos a partir dos coeficientes da curva de van Deemter na

fase estaciondria Lux Cellulose — 2 com a fase mdvel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v).

Enantiomeros T (°C) Dy (cmZ/min) Km (min'l)

15 2,35x10™ + 5,85x10™u 2447,14
25 4,95x10™ + 3,50x10™u 1596,62

R (+)
35 1,01x107 + 4,45x10™u 2326,68
45 5,75x10™ + 5,90x10™"u 2595,20
15 2,55x10™ + 5,70x10™u 2291,60
25 4,60x10™ +4,25x10™u 1812,14

>0 35 7.00x10" + 5,50x10°0 276822
45 4,90x10* + 6,15x10™"u 3239,80

A Tabela 5.15 apresenta os nimeros de pratos determinados na coluna Chiralpak AD.
Ao contrario do que foi observado com a coluna Lux Cellulose-2, os resultados mostraram que os
nimeros de pratos aumentaram com o acréscimo da temperatura para uma vazao constante. Por
outro lado, mantendo-se a temperatura constante e aumentando-se a vazao, o nimero de pratos
reduziu. E importante enfatizar ainda que para os dois casos, o tempo de retencdo diminuiu com o

aumento da temperatura e da vazao.
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Tabela 5.15 — Nimeros de pratos em diferentes temperaturas e vazdes para os enantiomeros do

mitotano separados na fase estaciondria Chiralpak AD com a fase mével isopropanol/metanol.

Q Temperatura (°C)
(mL/min) 15 25 30 15 25 30
Ns.¢) Nk-+)
0,6 2127 2446 2595 1312 1655 1860
0,8 1776 2114 2217 1070 1357 1542
1,0 1560 1807 1983 913 1167 1322
1,2 1353 1589 1737 779 1030 1175
1.4 1202 1430 1575 692 896 1040

As Figuras 5.20 e 5.21 mostram a dependéncia de HETP com a velocidade superficial de
escoamento (u) para os enantidmeros R-(+) e S-(-) e o ajuste através do modelo cinético da
equacdo de van Deemter estudada na separacdo dos enantidmeros do mitotano com a coluna
Chiralpak AD. Pode-se observar que os valores obtidos encontram-se na faixa linear da equacao
de van Deemter. Contudo, foi realizado um ajuste a partir do modelo acima citado e observou-se

que a vazdo Otima estava muito abaixo da minima permitida na coluna, isto €, de 2,00 mL/min.
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Figura 5.20 — Curvas de van Deemter obtidas na fase estaciondria Chiralpak AD com
isopropanol/metanol 60:40% (v/v) para o S-(-)-mitotano. As linhas continuas referem-se aos

dados obtidos apds o ajuste da equacdo de van Deemter; os simbolos (<), (0),(a) e fdrepresentam os

dados obtidos experimentalmente.
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Figura 5.21 — Curvas de van Deemter obtidas na fase estaciondria Chiralpak AD com
isopropanol/metanol 60:40% (v/v) para o R-(+)-mitotano. As linhas continuas referem-se aos
dados obtidos apds o ajuste da equacdo de van Deemter; os simbolos (°),(0),(a) e fdrepresentam os

dados obtidos experimentalmente.
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A Tabela 5.16 apresenta os valores dos parametros A, B e C obtidos na coluna Chiralpak
AD. Pode-se observar que, a variacio “A” também foi insignificante com o aumento da
temperatura. Essa pequena mudanga, talvez, tenha relacdo com o baixo gradiente de temperatura
aplicado neste estudo.

Observando a variag@o do termo “B” com a temperatura, nota-se que, com o aumento da
temperatura este termo aumentou. Como foi acima citado, este resultado era esperado, devido ao
aumento da difusdo molecular com a temperatura.

Finalmente, foi verificado que o parametro “C” obtido na separacdo dos enantidmeros na
coluna Chiralpak AD decresceu com o aumento da temperatura. Este comportamento também era
esperado, pois, este parametro € inversamente proporcional ao coeficiente de difusdao do soluto

nas fases liquida e sélida.

Tabela 5.16 — Coeficientes da curva de van Deemter obtidas na fase estaciondria Chiralpak AD

com isopropanol/metanol 60:40% (v/v) em varias temperaturas diferentes

Enantiomeros T (°C) A B C
15 2,55x107°+4,1x107%  5,0x10°+1,8x10%  6,71x107+2,0x10™
20 2.45x107°+3,7x10*  3,0x10°+1,6x10" 5,67 x10°+1,8x10™

R (+) - 7 3 7 3 7
25 2,21x107+4,9x10 4,0x10°+2,2x10™ 4,97 x10~+2,4x10
30 2,17x107°+2,9x10"  6,0x10°+1,3x10" 4,16 x107+1,4x10™
15 1,85x107+2,9x10"  7,0x10”+1,3x10" 3,6 x107+1,4x10™
S0 20 1,49x107°+2,1x10"  22,0x107°+0,9x10” 3,37 x107+1,0x10™

25 1,50x107°£2,.2x10*  19,0x107+1,0x10™ 3,03 x107+1,1x10™
30 1,72x107°£2,3x10*  15,0x10°+1,0x10™* 2,55 x107+1,1x10™

A Tabela 5.17 apresenta os valores dos coeficientes de dispersao axial (Dp) e os
coeficientes globais de transferéncia de massa para ambos os enantidmeros. Os resultados
determinados para Dy, de cada enantidbmero do mitotano contradiz a afirmagcdo de Wang e Ching
(2002), anteriormente citada. Possivelmente essa diferenca observada pode ser atribuida a
distin¢do cinética do processo de adsor¢ao e dessor¢do do enantiomeros S-(-) em relacdo ao R-

(+), ou seja, o S-(-) ao ser conduzido através da coluna apresenta uma maior velocidade de
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escoamento diante o R-(+). Foi observado ainda que o tempo de retencdo do S-(-) apresentou-se
muito préximo do tempo de retencdo do tragador, uma vez que houve uma baixa resisténcia a

transferéncia de massa justificada pelos elevados valores de kyy,.

Tabela 5.17 — Valores de Dy, e km obtidos a partir dos coeficientes da curva de van Deemter na

fase estaciondria Chiralpak AD com isopropanol/metanol 60:40% (v/v).

Enantiomeros T (°C) Dy (cmZ/min) Km (min'l)
15 3,5x10” + 9,25x10™u 114,53
20 11,0x10* + 7,45x10™u 122,97
0 25 9,5x10° + 7,50x10"u 130,79
40 7,5x10” + 8,60x10™*u 146,92
15 2,510 + 12,75x10™u 72,18
20 1,5x107 + 12,25x10™"u 85,80
R-(+)
25 2,0x107 + 11,05x10™"u 99,65
40 3,0x10” + 10,85x10™"u 120,11

5.4.5 - Determinacdo dos parametros termodinamicos

Os parametros termodinamicos de adsor¢do foram determinados nas colunas
cromatogréaficas Lux-Cellulose-2 e Chiralpak AD, através dos gréaficos de van’t Hoff obtidos das
Equagdes 4.5 e 4.6. Os coeficientes angulares e lineares, dado pela relagdo linear da curva de
van’t Hoff, permitiram calcular a entalpia (4H) e a entropia (4S7), molar de adsor¢io do
componente i na fase estaciondria para ambos os enantiomeros do mitotano. Esta relacdo foi
obtida numa vazdo 1 mL/min na coluna analitica Lux Cellulose-2, em duas fases modveis
diferentes: (i) hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v), escolhida como a melhor fase mével; e (ii) hexano

puro, utilizada como parametro comparativo.
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Tabela 5.18 — Parametros termodinamicos dos enantidmeros do mitotano sobre a fase
estaciondria tris-3-cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose com diferentes fases moveis € os

coeficientes de correlacdo da curva de van’t Hoff (In k; vesus 1/T).

AH! AS? Coeficiente de correlacio
Enantiomeros Fase movel ,
(kJ/mol)  (J/mol.K) (R
Hexano/etanol
-7,194 -25,806 0,9972
R-(+)-mitotano  99,9:0,1% (v/v)
Hexano puro -9,433 -18,758 0,8891
Hexano/etanol
-7,806 -25,172 0,9957
S-(-)-mitotano  99,9:0,1% (v/v)
Hexano puro -9,918 -19,371 0,8958

A Tabela 5.18 apresenta os valores dos parimetros termodindmicos (AH? e AS}) e seus
respectivos coeficientes de correlacio, todos obtidos para ambos os enantidomeros em coluna Lux
Cellulose-2 com fase movel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v). Verifica-se que para esta fase mével,
as curvas do grifico de van't Hoff (Figura 5.22 e 5.23) se ajustaram satisfatoriamente a um
modelo linear, justificado pelos valores dos coeficientes de correlagdo obtidos. Através da andlise
dos resultados, presume-se que a fase estaciondria nao sofreu modificacdes em seu arranjo
estrutural durante a separagao dos enantidmeros nas diferentes temperaturas estudada, ou seja, as

interagdes enantiosseletivas ndo foram afetadas.
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Figura 5.22 — Analise termodinamica do fator de retencdo dos enantidmeros mitotano na fase
estaciondria Lux Cellulose-2 com a fase mdvel hexano/etanol 99,9:0,1 (v/v) em funcdo do

inverso da temperatura (em Kelvin); Concentracdo de mitotano = 0,2 g/mL; Q = 1,00 mL/min.
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Figura 5.23 — Andlise termodinamica do fator de separacdo dos enantidbmeros mitotano na fase
estaciondria Lux Cellulose-2 com a fase moével hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) em funcdo do
inverso da temperatura em Kelvin, Q = 1,00 mL/min.
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Ja com relagdo a fase movel hexano puro, ndo se observou o mesmo comportamento.
Nota-se, pelo grifico de van't Hoff (Figura 5.24 e 5.25) que os resultados experimentais ndo se
ajustaram satisfatoriamente ao modelo linear. Uma causa provavel dessa falta de ajuste pode ser
atribuida ao mecanismo de reconhecimento quiral o qual pode ter sofrido uma variagdo com o
aumento da temperatura ou entdo, pode ter ocorrido um erro durante os condicionamentos da
coluna e da fase movel nas temperaturas analisadas. Vale ressaltar ainda que, para ambas as fases
méveis utilizadas, os pardmetros termodinamicos (A4H? e AS?) obtidos indicaram a presenca de
favorecimento energético entre o fendmeno de adsorcdo existente entre o soluto (mitotano) e as
fases estaciondrias. Além disso, constatou-se que para valores negativamente mais acentuados em
termos de entalpia, os enantidmeros apresentaram maior tempo de reten¢ao dentro da coluna. Em
termos de entropia, os valores mais negativos indicaram maior ordem do sistema cromatografico
e esta ordem foi mais acentuada realizando a separacdo dos enantidmeros em fase modvel
hexano/etanol na coluna Lux Cellulose-2. Os parametros termodinamicos devem ocorrer de
forma independente da temperatura para que a separagdo seja controlada somente por efeitos

entdlpicos.
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Figura 5.24 — Andlise termodinamica do fator de reten¢do dos enantidmeros mitotano na fase
estaciondria Lux Cellulose—2 com a fase modvel hexano puro em funcdo do inverso da

temperatura (em Kelvin); Concentragdo de mitotano = 0,2 g/mL; Q = 1,00 mL/min.
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Figura 5.25 — Andélise termodinamica do fator de separacdo dos enantidbmeros mitotano na fase
estaciondria Lux Cellulose—2 com a fase modvel hexano puro em funcdo do inverso da

temperatura em Kelvin, Q = 1,00 mL/min.

Tabela 5.19 — Pardmetros termodindmicos e temperatura enantiosseletiva dos enantiomeros do
mitotano sobre fase estaciondria tris-3-cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose com diferentes

fases moveis.

AAH® AAS°® AAG® Tiso )
Fase movel R
(kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol) (K)

Hexano/etanol
99,9:0,1% (v/v)
Hexano puro -0,485 -0,613 -0,299 791,75 0,8998

-0,612 -1,365 -0,205 448,34 0,9544

A Tabela 5.19 mostra as diferencas de variacdo de entalpia (AAH®) e entropia (AAS®)
para um par enantiomérico, das quais os valores com os sinais negativos dos dois parametros
indicaram a ocorréncia da transferéncia dos enantidmeros do mitotano da fase movel para a fase

estaciondria, ou seja, a separacao foi dirigida de forma entalpica. Pode-se observar que, o valor da
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variacdo da diferenca de energia livre de adsor¢dao (AAG®) diminuiu quando foi feito a mudanca
da fase movel.

A temperatura isoenantiosseletiva (Tjs,) determinada de acordo com a Equacdo 4.8, para
as duas fases moveis (hexano puro e hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v)) utilizadas na separac¢ao dos
enantidmeros do mitotano na coluna Lux Cellulose-2 foram 518,6 e 175,19 °C, respectivamente.
Estas temperaturas indicam que a ordem de elui¢do dos enantidmeros muda. Contudo, €
impossivel operar o sistema nestas temperaturas, uma vez que a temperatura maxima de trabalho
para este tipo de coluna é de apenas 45 °C, e o seu aumento leva a degradacdo da fase
estaciondria e do soluto.

A Tabela 5.20 retne todos os valores dos parametros termodinamicos (AHi0 ; ASl-O ;
AAH®; AAS®; AAG® e Tjs,) € a Tabela 5.21 apresenta os valores dos coeficientes de correlacao da
curva de van’t Hoff (In k; vesus 1/T), todos obtidos para ambos os enantidbmeros em coluna
Chiralpak AD com fase mdvel isopropanol/metanol 60:40% (v/v). Verifica-se que para esta fase
movel, as curvas do grafico de van't Hoff (Figura 5.26 e 5.27) se ajustaram satisfatoriamente a
um modelo linear, justificado pelos valores dos coeficientes de correlacao obtidos. Fazendo-se
uma andlise andloga a da coluna Lux Cellulose-2, presumisse que a fase estaciondria da coluna
Chiralpak AD também nao sofreu modificacdes em seu arranjo estrutural durante a separagcdo dos
enantidmeros nas diferentes temperaturas estudada, ou seja, as interacdes enantiosseletivas nao
foram afetadas. Para esta coluna, a diferenca de entalpia para o enantidomero R-(+) mostrou-se o
dobro do valor de entalpia de seu enantidmero respectivo, o que garantiu a excelente separacao
entre eles. Além disso, a diferenca entrdpica indicou uma maior ordem de transferéncia do soluto

da fase mdvel para a fase estaciondria.

Tabela 5.20 — Parametros termodinamicos para os enantidmeros do mitotano na fase estaciondaria

Chiralpak AD com a fase mével isopropanol/metanol 60:40% (v/v).

AH° AS° AAH° AAS° AAG® Tiso

(kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol) (J/mol.K) (kJ/mol) (K)
S-(-)-mitotano -7,747 -34,329
R-(+)-mitotano  -14,311 -46,518

Enantiomeros

-6,563 -12,189 -2,96 538,45
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Tabela 5.21 - Coeficientes de correlagdo da curva de van’t Hoff (In ki vesus 1/T) para os

enantiomeros do mitotano na coluna Chiralpak AD.

Coeficiente de correlacao (R
Fase estacionaria Fase movel

R-(+)-mitotano S-(-)-mitotano

Isopropanol/metanol 60:40%
Chiralpak AD W) 0,9477 0,9196
viv

A Tjs, obtida também se encontra muito acima da temperatura maxima de trabalho.
Portanto, ndo foi possivel verificar se haveria a inversdo da ordem de elui¢do dos enantidmeros a

partir da temperatura destacada na Tabela 5.20.

0,600

0'400 1 e
0200 1 e
0,000 A

-0,200 ~

In(k,)

-0,400 ~
-0,600 -
-0,800 A .

-1,000 A "

-1,200 T T T T
0,00325 0,0033 0,00335 0,0034 0,00345 0,0035

/T [1/K]

® S-(-)-mitotano R-(+)-mitotano

Figura 5.26 — Andlise termodinamica do fator de reten¢do dos enantidmeros mitotano na fase
estaciondria Chiralpak AD com a fase mdvel isopropanol/metanol 60:40% (v/v) em fun¢do do

inverso da temperatura em Kelvin, Q = 1,00 mL/min.
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Figura 5.27 — Andélise termodinamica do fator de separacdo dos enantidbmeros mitotano na fase

estaciondria Chiralpak AD com a fase moével isopropanol/metanol 60:40% (v/v) em fun¢do do

inverso da temperatura em Kelvin, Q = 1,00 mL/min.

5.5 — Experimentos com solucdes concentradas

5.5.1 — Determinacio das curvas de sobrecargas

A Figura 5.28 apresenta os perfis de eluicio de sobrecarga obtidos para diferentes

concentracdes dos enantiomeros (0,2; 2,0; 4,0; 6,0; 10,0 e 50 mg/mL) na coluna Lux Cellulose-2

com a fase mdvel hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v). Os experimentos foram realizados com injecao

de 20 puL. da amostra e com vazdo da fase mével de 1,00 mL/min. O cromatograma dos perfis de

sobrecarga demonstra uma redugdo nos tempos de retengdo dos enantidomeros na medida em que

se aumenta a concentracdo da mistura racémica (Tabela 5.22). Este resultado j4 era esperado, pois

segundo Guiochon et al (1994), com o aumento da concentracio hd maior quantidade de

moléculas competindo pelos sitios de adsor¢do disponiveis e a saturacdo da coluna tende a
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acontecer mais rapidamente. Notou-se que a partir da concentracdo de 2,0 mg/mL um leve sinal
de saturacdo foi apresentado, uma vez que nesta concentracdo ocorreu o toque das bandas dos

picos e, conseqiientemente, a elevacdo da linha de base entre eles.

Tabela 5.22 — Tempos de retencdo a meia altura da frente do pico no estudo da sobrecarga em

coluna Lux Cellulose-2.

Concentracio  Massa total Tempos de retencao (min)
injetada (g/LL) injetada (mg) S-(-) R-(+)
0,20 0,004 6,89 7,33
2,00 0,04 6,78 7,22
4,00 0,08 6,76 7,20
6,00 0,12 6,58 6,99
10,00 0,20 6,45 6,93
Média + erro 6,692+0,175 7,134+0,168
0,9 - — 0,004 mg
— 0,04 mg
—— 0,08 mg
3 —— 0,12 mg
% ——0,20 mg
% 0,6 -
E
g 0,3
&
0,0 T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo [min]

Figura 5.28 — Perfis de eluicdo de sobrecarga dos enantiomeros do mitotano em diferentes

concentracdes com injecao de 20 uL da solugdo; vazao de 1,0 mL/min; comprimento de onda de

270 nm; e temperatura de 25 °C.
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A Figura 5.29 apresenta os perfis de eluicio de sobrecarga obtidos para diferentes
volumes de injecdao (20; 50; 100; e 200 pL) na coluna Chiralpak AD com a fase mdvel
isopropanol/metanol 60:40% (v/v). Os experimentos foram realizados com uma solug¢do de

mitotano numa concentracdo de 120 g/L. e vazdo da fase mével de 2,00 mL/min.

Tabela 5.23 — Tempos de retencdo a meia altura da frente do pico no estudo da sobrecarga em

uma coluna Chiralpak AD.
Volume Massa total Tempos de retencio (min)
injetado (L) injetada (mg) S-(-) R-(+)
20 2,40 3,067 4,800
50 6,00 3,058 4,492
100 12,00 3,050 4,225
200 24,00 3,042 3,925
Média + erro 3,054 £ 0,011 4,361 + 0,366

A Tabela 5.23 mostra a variacdo dos tempos de retencdo dos enantiomeros, na qual o
enantidmero S-(-) possui uma variacdo nos tempos de retencdo insignificante mediante a
avaliacdo dos experimentos de sobrecarga da coluna. Esta condi¢do indica que o primeiro
composto possui uma baixa interacdo com a fase estaciondria, visto que, todas as bandas dos
picos formadas nas diferentes concentragdes sao assimétricas e, além disso, para atingir a
quantidade médxima de adsorcdo deste primeiro enantidmero eluido maiores volumes de
alimentacdo sdo requeridos. J4 em relacio ao enantiomero R-(+), este apresenta uma maior

interacdo com a fase estaciondria devido a formacao de uma cauda no processo de dessor¢ao.
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Figura 5.29 — Perfis de eluicdo de sobrecarga dos enantiomeros do mitotano em diferentes
concentracdes com injecdo de 20 puL da solugdo; vazdo de 2,0 mL/min; comprimento de onda de

270 nm; e temperatura de 25 °C.

5.5.2 - Determinacio da isoterma de adsorc¢ao

As isotermas de equilibrio obtidas na coluna Lux Cellulose-2 com a fase movel
hexano/etanol 99,9:0,1% (v/v) para separacdo dos enantidbmeros do mitotano na temperaturta de

25 °C e vazdo de 1,00 mL/min sdo apresentadas nas Figuras 5.30 e 5.31.
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Figura 5.30 — Isoterma de adsor¢ao do enantidmero S-(-)-mitotano em fase estaciondria tris-3-
cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose a 25 °C e vazdo de 1,00 mL/min obtido com o software

HELP®.
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Figura 5.31 — Isoterma de adsor¢do do enantidbmero R-(+)-mitotano em fase estaciondria tris-3-
cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose a 25 °C e vazdo de 1,00 mL/min obtido com o solfware

HELP®.
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As seguintes observacdes podem ser feitas.

O primeiro termo da isoterma Langmuir competitivo modificada, que representa a
linearidade da mesma, mostrou-se bem mais significativo que seu termo nao-linear, indicando
que dentro do estudo da faixa de concentracio do enantidmero, a isoterma descreve um
comportamento linear em condi¢cdes quando hd a mesma quantidade de ambos enantidmeros na
fase movel. Tal comportamento pode ser explicado devido ao equilibrio ter sido alcangado em
baixas concentracdes, uma vez que o fator de retencao obtido € relativamente baixo (mostrado no
tépico 5.1). Neste caso os processos de adsor¢ao e dessorcao aconteceram de forma muito rapida,
o que resultou em baixo tempo de equilibrio. Isto pode ser comprovado pela baixa resisténcia a
transferéncia de massa na superficie da particula determinada no tépico 5.4.4.

Como pode ser observado a partir da Tabela 5.24, as constantes de Henry obtidas
também demonstram que a interacdo dos enantiomeros ndo foi satisfatéria com a fase
estaciondria, pois a capacidade médxima de adsorcao obtida na fase estaciondria foi igual a uma
unidade. Os pardmetros da isoterma nela apresentada referem-se ao modelo Langmuir

competitivo modificado conforme Equacao 4.17.

Tabela 5.24 — Parametros da isoterma obtidos com o sotfware HELP a partir do modelo

Langmuir competitiva modificada.

Enantiomeros A q*Pi q*(g/L) Bi(L/g)
R-(+) 1,8 0,6737 1 0,6737
S-(-) 1,8 0,8723 1 0,8723

Legenda: constante de adsor¢do linear para um componente i (;); capacidade méaxima de

adsor¢do dos sitios enantiosseletivos (q;); e constante de adsor¢cdo ndo linear do componente i

(Ba)-
A partir da Tabela 5.24 e a Equacdo 4.17, as curvas das isotermas de adsorcdo, Figuras

5.30 e 5.31, que descreve o equilibrio entre a concentragdao do soluto na fase liquida com a

concentracao do soluto na fase s6lida para os enantidmeros R e S sdo:

87



Resultados e Discussdes

0,6737 Cr

=18C
ar Rt 130,6737 C, + 0,8723C;

(5.1)

0,8723 Cg

=1,8Cs +
s 57 140,6737 Cx + 0,8723C;

As isotermas de equilibrio obtidas na coluna Chiralpak AD com a fase movel
isopropanol/metanol 60:40% (v/v) para separacdo dos enantidmeros do mitotano na temperaturta

de 25 °C e vazao de 1,00 mL/min sdo apresentadas nas Figuras 5.32.

35
Conc. S-(-)= 0,0 g/L
30 A Conc. S-(-) = 40,0 g/L o
s | T Conc. R-(+) = 0,0 g/L )
---- Conc. R-(+) =40,0g/L .-~ 7
%i 20 - T =
= 15 1 —
10 | ’,/’,/// P
s =
0 = . - -
0 10 20 30 40
C; [g/L]

Figura 5.32 — Isoterma de adsor¢do da mistura racémica do mitotano em fase estaciondria tris-3,5
dimetilfenilcarbamato de amilose a 25 °C e vazdo de 1,00 mL/min obtido com o solfware

HELP®.

Diante da Figura 5.32, acima apresentada, as seguintes observacdes podem ser feitas.
O primeiro termo da isoterma, que representa a linearidade, mostrou-se bem mais
significativo que seu termo nao-linear para o enantiomero S-(-), indicando que dentro do estudo

da faixa de concentracdo do enantidmero, a isoterma descreveu um comportamento levemente
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linear em condi¢des quando ha a mesma quantidade de ambos enantiomeros na fase mével. Para
o enantidmero R-(+) ndo se observa o mesmo comportamento, pois a curva da isoterma descreve
uma forma ndo-linear, significando que a capacidade de saturacdo da coluna para esse
enantidmero € menor que a do S-(-).

Como pode ser observado a partir da Tabela 5.25, a capacidade de saturacdo nos sitios
enantiosseletivos, para a mistura racémica, encontra-se entre as capacidades dos seus
enantidmeros puros. A Figura 5.32 mostra claramente que a capacidade de adsorcdo maxima para
o enantiomero R-(+) tende para um valor abaixo de 25 g/L, enquanto que, para o enantidmero S-
(-) tende para um valor superior a 35 g/L.. As curvas das isotermas de adsorcdo para os
enantidmeros Figura 5.32, foram obtidas a partir do método inverso descrito por GUIOCHON et
al., (1994), cujo método de calculo do software HELP® estd baseado. Portanto as equagdes

obtidas a partir das simula¢des numéricas foram:

0,4907 Csg
1+ 0,4907 Cg + 0,1,574C;

(s = 0,5 Cs +

5.2)

1,574 Cx
1+ 0,4907 Cy + 1,574C;

gr = 0,5 CR+

Tabela 5.25 — Pardmetros da isoterma obtidos com o sotfware HELP a partir do modelo bi-

Langmuir competitiva modificada.

Enantiomeros M q*Bi q*(g/L) Bi(L/g)
S-(-) 0,5 0,4907 32 0,01533
R-(+) 0,5 1,574 32 0,04919

Legenda: constante de adsorc@o linear para um componente i (A); capacidade maxima de

adsor¢d@o dos sitios enantiosseletivos (qj); e constante de adsor¢cdo ndo linear do componente i

(By).
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6 - CONCLUSOES

A presente dissertacdo oferece uma alternativa para a separacdo da mistura racémica do
mitotano com duas colunas de cromatografia quiral, conhecidas comercialmente como Lux
Cellulose 2 e Chiralpak AD. Através dos resultados pdde-se verificar que a coluna Chiralpak AD
mostrou melhor eficiéncia de separacdo em relacdo a Lux Cellulose 2. Essa diferenca nao pode
ser considerada como um parametro comparativo entre elas, pois as colunas utilizadas possuem
dimensdes diferentes, além de uma ser analitica e a outra semi-preparativa. No entanto, a fase
moével adequada para a separacdo dos enantidomeros do mitotano com a fase estaciondria tris-3-
cloro-4-metilfenilcarbamato de celulose foi hexano/etanol 99,9:0,01% (v/v). Para a fase
estacionaria tris-3,5-dimetilfenilcarbamato de amilose foi selecionada a fase movel
1sopropanol/metanol 60:40% (v/v). Com o auxilio do dicroismo circular pdde-se verificar que a
ordem de eluicdo dos enantiomeros nas fases estaciondrias ocorreu de modo inverso: na coluna
Lux Cellulose-2, o enantidbmero menos retido tratava-se do R-(+)-mitotano e o mais retido do S-(-
)-mitotano, ao passo que, na coluna Chiralpak AD o enantidmero menos e mais retido foram S-(-)
e o R-(+), respectivamente.

Os parametros cromatograficos obtidos nas duas colunas demonstraram uma satisfatéria
separacdo dos enantidmeros do mitotano. Na coluna Lux Cellulose-2 o fator de separagdo foi
1,07 e a resolucdo de 1,50, ao passo que, na Chiralpak AD valores de 3,29 e 4,5 foram obtidos
para o fator de separacdo e resolucdo, respectivamente. Os fatores de separacdo e resolugdo
indicaram que a coluna Chiralpak AD apresentou uma vantajosa separagdo em relacdo a outra
coluna utilizada. Os parametros de transferéncia de massa, os quais envolvem os coeficientes
globais de transferéncia de massa (k) e os coeficientes de difusdo axial (Dy), apresentaram-se
bastante adequados na separacido dos enantidmeros do mitotano, isto é, os valores determinados
para k,, foram relativamente elevados, proporcionando uma baixa resisténcia a transferéncia de
massa. No entanto, ndo podemos fazer nenhuma comparagao relativa a este efeito, porque nao ha
estudo de separacdo com colunas na mesma dimensdo, tamanho de particulas e fases
estaciondrias diferentes.

Os efeitos da vazao e da temperatura atuaram diretamente na resolug¢do da separacdo. Na

coluna Lux Cellulose-2 as melhores resolucdes foram alcancadas em vazdes menores que 0,5
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mL/min e temperatura de 25 °C, enquanto que, na coluna Chiralpak AD, a medida que diminuia a
vazdo a resolucdo aumentava, sendo neste caso, a melhor eficiéncia de separacdo alcancada na
temperatura de 20 °C.

Com relacdo aos parametros termodinamicos, entalpia, entropia e energia livre de Gibbs,
foram comprovadas que nas duas colunas estudadas o processo de separacdo foi energeticamente
favordavel a adsorc@o dos solutos na fase estaciondria, devido a energia entdlpica ser maior que a
energia entropica.

As isotermas de adsor¢do obtidas demonstraram que, na coluna Lux Cellulose-2 o
primeiro termo da isoterma bi-Langmuir competitiva para os dois enantiomeros foi mais
significativo, conclui-se que as maiorias das interagdes de adsor¢do estdo localizadas nos sitios
nao seletivos da fase estaciondria. Enquanto que, na Chiralpark AD as interacdes do enantiomero
R-(+)-mitotano acontecem nos sitios enantiosseletivos que se pode constatar a partir da formagao

da curva ndo-linear da isoterma de adsorc¢ao.

6.1 — Sugestoes de trabalhos futuros

A partir dos promissores resultados obtidos na separacdo da mistura racémica do
mitotano por cromatografia liquida de alta eficiéncia com a fase estaciondria tris-3,5-
dimetilfenilcarbamato de amilose, fica registrados sugestdes para trabalhos futuros:

e Determinagdo da isoterma competitiva por outros métodos reportados na
literatura, para comprovagao das isotermas obtidas mediante o método inverso
utilizado pelo software Help®;

e Determinagdo das isotermas em diferentes temperaturas para avaliacdo da
energia de adsorcao dos enantidmeros;

e Separacdo dos enantiomeros no sistema de cromatografia continua no leito
movel Varicol®;

e A partir dos enantiomeros puros do mitotano, obtidos pelo sistema de

cromatografia continua Varicol® , determinar as isotermas de adsor¢ao;
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