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RESUMO

A enantiosseparacdo de alguns compostos € um brilhante e interessante tépico de muitas
areas da quimica analitica, principalmente na farmacéutica e biomédica. Sabe-se que apesar
dos enantidomeros apresentarem formulas e massa molecular iguais, quando expostos em
um ambiente bioldgico podem mostrar grandes diferencas nas suas atividades bioldgicas. O
Fmoc-POAC (9-fluorenilmetiloxicarbonil -2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-
acido carboxilico) ¢ um marcador paramagnético quiral com grande potencialidade de uso
como derivado marcador de estruturas peptidicas com fungdes no organismo animal. De
acordo com a literatura consultada, nao ha relatos de escalas semipreparativas na separagao
enantiomérica desse composto, extremamente necessaria para testes de clinicos-analiticos.
Este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de métodos inovadores na separacao
enantiomérica do Fmoc-POAC e obtencdo dos parametros necessarios para um aumento de
escala. O presente trabalho realizou uma avaliacdo experimental através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para enantiosseparacdo desse composto, com elui¢io
isocratica e nas colunas quirais de fase estaciondria normal e reversa: i) analitica da OD-RH
Chiralcel® (150x4,6 mm); ii) Analitica Lux Cellulose-2 da Phenomenex® (250x4,6 mm); iii)
Semipreparativa OD da Chiralcel® (150x10 mm); iv) Semipreparativa OD-RH da
Chiralcel® (250x21 mm). A partir desses ensaios experimentais, foram estimados os
parametros cromatograficos da enantiosseparacdo do marcador molecular Fmoc-POAC nas
colunas estudadas, além de pardmetros de transferéncia de massa e termodindmicos. Os
resultados desse trabalho foram que todas as colunas estudadas apresentaram a
possibilidade de separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC através desses métodos
relativamente simples comparados aos apresentados na literatura, com destaque para a
coluna de fase estaciondria normal Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), com resolucdo de até
18,4. De acordo com resultados obtidos, temos a possibilidade de realizar a separacdo e
recuperacdo desse composto, lancando-se mao de técnicas cromatogrificas de maior

rendimento, como sistemas continuos de separacao cromatografica.
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ABSTRACT

The enantioseparation of some compounds has interesting application in several areas of
analytical chemistry, especially in pharmaceutical and biomedical. It is well known that
some compounds with same chemical formulas and molecular mass, when exposed to a
biological environment, may show different biological activities. The O-
fluorenilmetiloxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-carboxylic acid
(Fmoc-POAC) is a chiral paramagnetic marker with great potential as a marker for peptide
structures with functions in the animal organism. According to the literature, there are no
reports of enantiomeric separation of this compound unless in laboratory scale and large
scale would be necessary for clinical and analytical testing. This study aimed at the
development of innovative methods for the enantiomeric separation of Fmoc-POAC as well
as obtaining the necessary parameters for scale up of their purification. The present work
carried out an experimental evaluation using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) for this compound enantioseparation with isocratic elution and columns with
normal and reverse chiral stationary phase: 1) Analytical Chiralcel® OD-RH (150x4, 6 mm
), ii) Analytical Lux Cellulose-2 from Phenomenex® (250x4, 6 mm), iii) Semi-preparative
Chiralcel OD® (150x10 mm), iv) Semi-preparative Chiralcel OD-RH® (250x21 mm). From
these assays, chromatographic parameters were estimated for the enantioseparation of
Fmoc-POAC molecular marker beside parameters related to the thermodynamics and mass
transfer. The conclusions in this research were that all columns present the possibility of
enantiomeric separation of Fmoc-POAC by methods relatively simple compared to those
presented in the literature, specially the column with normal stationary phase Lux
Cellulose-2 (250x4, 6 mm) with resolution of up to 18.4. The results indicate the possibility
of enantioseparation and recovery of these compounds by high yield continuous

chromatography techniques.
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Introducio

1. INTRODUCAO

1.1  Consideracoes Gerais

De acordo com o Ministério da Saide do Brasil (2009) e o Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica (IBGE), aproximadamente 30% do total de Obitos registrados no
Brasil sdo devidos a doengas cardiovasculares e estima-se que 17 milhdes de brasileiros sdo
portadores destas enfermidades. O governo investiu em programas de acdes contra essas
doencgas, no periodo de 2004 a 2008, um valor de aproximadamente R$ 325 milhdes.
Diante de numeros tdo altos, € evidente a necessidade de estudos relacionados ao
entendimento dos mecanismos que envolvem anomalias cardiovasculares denominados
sistemas renina-angiotensina e calicreina-cinina, onde, tais mecanismos tem como oS
principais peptideos vasoativos atuantes a angiotensina II (AIl, DRVYIHPF) e bradicinina

(BK, RPPGFSPFR) (NAKALIE et al., 1983; NAKAIE et al., 2002).

A marcacdo das estruturas moleculares desses peptideos podem fornecer seus dados
conformacionais lan¢ando-se mao de técnicas como ressonancia paramagnética de elétrons
(RPE), fluorescéncia e outras espectroscopias. Obter marcadores moleculares que
desempenham o papel de sonda paramagnética desses peptideos ¢ um desafiantes e
interessante topico na pesquisa da biofisica, sendo que, até o momento, foi proposto um

marcador molecular chamado Fmoc-POAC, com caracteristicas muito promissoras na

marcacgao desses peptideos (NAKAIE et al., 1983; NAKAIE et al., 2002).

O Fmoc-POAC (9-fluorenilmetiloxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-
amino-4-4cido carboxilico) é um composto obtido pela reacdo de sintese do composto
POAC e Fmoc. O composto POAC (2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-acido
carboxilico), descrito inicialmente por Rassat & Rey (1967) na sua forma racé€mica, ¢ um
marcador de spin do tipo f-aminodcido, apresentando uma estrutura pirrolidinica e um
radical livre nitroxido, além de um grupamento aminico e carboxilico no carbono 3 e 4,
respectivamente, da sua estrutura molecular. Para viabilizar a sua introducdo em cadeias

peptidica, foi necessaria a protecdo de seu grupamento aminico com o protetor 9-
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fluorenilmetiloxicarbonila, conhecido como Fmoc, gerando, portanto, o0 marcador de spin e
derivado de aminoidcido denominado Fmoc-POAC (TOMINAGA et al., 2001, patente
EPM-5, P1 9903137-0, 1999).

De acordo com a estrutura do Fmoc-POAC, os carbonos 3 e¢ 4 da sua estrutura
molecular sdo centros quirais, conferindo caracteristicas enantioméricas para esse
marcador. Os enantidmeros desses farmacos podem apresentar atividades e potencialidades
diferentes, resultando em uma significativa influéncia na suas utilizacdes em tratamentos e
diagnosticacdo de doengas. A possibilidade da obtencdo das formas enantiomericamente
puras do Fmoc-POAC torna-se, portanto, essencial para o desenvolvimento desta linha de

pesquisa, de interesse bioquimico-clinico (NAKAIE et al., 1983; NAKAIE et al., 2002).

Sabe-se que 0s compostos quirais s@o imagens especulares umas das outras, com a
caracteristica de nao se sobreporem, além de apresentarem a mesma massa molecular
(ORLANDO et al., 2007; SOLOMOS, 2000). Podemos citar como exemplo de compostos
quirais os aminodcidos, os quais possuem um significante papel em muitas dreas da
quimica farmacéutica, sendo usados como farmacos terapéuticos e em estudos de sistemas
biolégicos (BRUSHAN e al., 2008; ILISZ et al., 2008; ILISZ et al., 2009; PETER et al.,
2003; WINKLER et al., 2009; XIANG et al., 2010). Os aminodcidos sdo divididos em o-f3-
v-aminodcidos, sendo que os f-aminodcidos sdo utilizados como blocos de construgido
quiral e também freqiientemente incorporado em peptideos como marcadores moleculares
(BRUSHAN et al., 2008; WINKLER et al., 2009). A obtencdo desses f-aminodcidos na
sua forma enriquecida ou enantiopura € de extrema importancia para a sua comercializacao

e utilizagdo, como € o caso do Fmoc-POAC.

A técnica empregada mais relevante para separagdes enantioméricas € a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e que pode ser dividido em métodos
diretos e indiretos (ILISZ et al., 2008; ILISZ et al., 2009; PETER et al., 2003; WENG et
al., 2008;). O método direto utiliza um seletor quiral imobilizado na fase estaciondria da
coluna e os analitos formam complexos diastereoisomeros com esse seletor. Os
enantidmeros sao eluidos em diferentes tempos, dependendo dos seus fatores de retengao
no seletor imobilizado. Para o método indireto, os analitos formam complexos
diastereoisomeros em uma solu¢do com o seletor quiral sem serem imobilizados na fase

2
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estaciondria da coluna. Os enantidmeros sdo fracionados por cromatografia liquida aquiral
que discrimina esses complexos diastereoisoméricos. As vantagens do método direto
consistem no menor nimero de etapas necessdrias, menor tempo tanto de purificagao
quanto de recuperacdo, além da menor relagdo entre a quantidade de seletor e o
componente quiral a ser separado (COLLINS et al., 2006; ILISZ et al., 2008; PETER et al.,
2003; SINGH et al., 2006).

A separagdo enantiomérica do Fmoc-POAC iniciou com estudos de difracdo de raio
X, que indicaram apenas a presenca de configuragdo trans para este marcador molecular,
restando, portanto, a desafiadora separacdo do enantiomero 3S4S e 3R4R (TOMINAGA et
al., 2001). Estudos posteriores sugeriram a viabilidade da separacio quiral do Fmoc-POAC
em condicOes analiticas, empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), por
métodos diretos utilizando a fase estaciondria reversa quiral e separacao quiral por métodos

indiretos (PETER et al., 2003; WRIGHT et al., 2008; WRIGHT et al., 2003).

Um unico relato da enantiossepara¢do do Fmoc-POAC de forma isocrética pelo método
direto foi encontrado na obra de Péter et al. (2003), que reportaram a sua separagdo em fase
estacionaria reversa, utilizando a coluna analitica OD-RH (150x4,6 mm), da Chiralcel® ,
com uma resolucdo igual a 1,11 e picos sem linha de base. Wright et al., (2003) e Wright et
al., (2008) separaram as formas racémicas do Fmoc-POAC, via esterificacio com o
composto binafitol e posterior separacdo dos ésteres enantioméricos obtidos, via

cromatografia e cristalizacao.

Somente separagdes enantioméricas do Fmoc-POAC em escala analitica foram
realizados (PETER et al., 2003; WRIGHT et al., 2003; WRIGHT et al., 2008), sendo
necessario o desenvolvimento de métodos de separacdo em escala semipreparativa e
preparativa, com o objetivo de verificar uma possivel diferenca de potencialidade dos
enantidmeros desse composto em atividades bioquimico-clinico. Além dessa necessidade, é
de grande valia para esses estudos o desenvolvimento de novos protocolos de separagdo
desse compostos, oferecendo novas rotas de separacdo ou melhorando os resultados

existentes na literatura.
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1.2  Objetivo

O presente estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar novos protocolos de
separagdo enantiomérica do Fmoc-POAC em colunas quirais de forma isocrdtica via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esse objetivo principal abrangeu a
obtencdo de parametros cromatograficos, transferéncia de massa e termodindmicos da
separacdo enantiomérica desse composto, além de oferecer novas rotas para a sua separacao

ou melhorando os resultados existentes na literatura.

1.3 Estrutura do Trabalho

O marcador molecular Fmoc-POAC foi sintetizado no laboratério de Biofisica da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) conforme Tominaga et al., (2001). Os
ensaios experimentais foram realizados no departamento de Desenvolvimento de Processos
Biotecnol6gicos da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, no labortério de

Bioseparagdes.

O método aplicado para a separac@o enantiomérica do Fmoc-POAC foi a cromatografia
quiral no sistema CLAE, lancando-se mao do método direto em escala analitica para obter
os parametros cromatogréficos, transferéncia de massa e termodindmicos dessa separagdo e
extrapoléd-los para colunas semipreparativa. As colunas quirais e as fases estaciondrias

utilizadas foram :

i) Coluna quiral analitica da Chiralcel®, conhecida comercialmente como OD-RH, com
particulas de 5 pm, tamanho de 150x4,6 mm, utilizando a fase estaciondria reversa tris-

(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.

ii) Coluna quiral analitica da Phenomenex®, conhecida comercialmente como Lux
Cellulose-2, particulas de 5 um, tamanho de 250x4,6 mm, utilizando a fase estacionaria

normal tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose.
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iii) Coluna quiral semipreparaitiva da Chiralcel®, conhecida comercialmente como OD,
com particulas de 10 pm, tamanho de 150x10 mm, utilizando a fase estaciondria normal

tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.

iv) Coluna quiral semipreparaitiva da Chiralcel®, conhecida comercialmente como OD-
RH, com particulas de 5 um, tamanho de 250x21 mm, utilizando a fase estaciondria

reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Enantiomeros e Compostos Quirais

A estereoquimica foi uma importante virada no campo da investigacdo
tridimencional da estrutura das moléculas. Foi marcada pelas publicacdes de van’t Hoff e
LeBel, que chegaram a conclusdo de que a orientacdo espacial em torno de um dtomo de
carbono era tetrahédrica, quando o atomo de carbono estivesse ligado a quatro outros
atomos. Mas o fundador da estereoquimica foi na realidade Louis Paster, pela separagao da
forma racémica de um sal de 4cido tartdrico, em 1848, através da capacidade de alguns
compostos de desviar a luz plano polorizada que levou a descoberta do fendmeno do

enantiomerismo (SOLOMOS, 2000; ORLANDO et al., 2007).

Os isdmeros sdo compostos diferentes que tém a mesma massa e férmula molecular.
Os estereoisdmeros, que sdo isomeros, diferem somente pela disposicdo dos dtomos no
espaco e podem ser subdivididos em duas categorias gerais: 0s enantidmeros € o0s
diastereoisomeros. No caso dos enantidmeros, as moléculas sao imagens especulares umas
das outras, com a caracteristica de ndo se sobreporem, onde, somente 0os compostos ditos
quirais, que ndo possuem elemento de simetria, apresentam essa caracteristica. Para os
diastereoisomeros, as moléculas ndo sdo imagens especulares sobreponiveis umas das

outras (COLLINS et al., 2006; ORLANDO et al., 2007, SOLOMOS, 2000).

Uma mistura contendo partes iguais de cada um dos enantidbmeros chama-se
modificacdo racémica, mistura racémica ou racemato. Todos os outros isdmeros Opticos
que ndao sdo enantidomeros e determinados isOmeros geométricos sdao deominados
estereoisomeros. Os enantidmeros sdo capazes de desviar a luz polarizada com a mesma
intensidade, mas com direcdes opostas, ou capazes de interagir com macromoléculas
biologicas de maneira enantioseletiva. Dessa forma, para separar os enantidmeros, €
nescessdrio uma estrutura molecular também quiral, ou seja, um ambiente quiral capaz de
reconhecer e diferenciar as duas moléculas (COLLINS et al., 2006; LAMMERHOFER,
2010).
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O ambiente fisiologico dentro de um organismo vivo € quiral e as formas das
moléculas enantioméricas podem diferenciar drasticamente nas suas atividades biologicas
(COLLINS et al., 2006; ORLANDO et al., 2007; ISTVAN et al., 2008; ILISZ et al., 2009;
LAMMERHOFER, 2010). Como exemplo de moléculas quirais, os 19 aminodcidos que
constituem as proteinas de ocorréncia natural dos 20 aminoécidos existentes sdo quiral,

exceto a glicina (SOLOMOS, 2000; ISTVAN et al., 2008).

Os farmacos quirais podem apresentar diferencas estereoseletivas significativas
quanto a poténcia, toxidade, absor¢do e metabolismo, Tabela 1. A sintese e
comercializacdo de farmacos quirais iniciou com misturas racémicas e consideradas
seguras, mas, varios casos foram registrados da existéncia de potencialidade desses
compostos, levando a varios impactos farmacoldgicos e toxicolégicos (ILISZ et al., 2009;
LAMMERHOFER, 2010; ORLANDO et al., 2007; PEREZ-FERNANDEZ et al., 2010;
REKOSKE et al., 2001; ROUSSEAU et al., 2011).

Tabela 1: Diferencas farmacodinamicas de alguns farmacos quirais

Substancia Configuracao R Configuracdo S
Talidomida Sedativo Teratogénico
Verapamil Antitumoral Antiarritimico
Cloranfenicol Antibacteriano Inativo
Propranolol Contraceptivo Anti-hipertensivo
Etambutol Causa Cegueira Tuberculostético

Fonte: Adaptado (FEDERSEL, 1993)

O exemplo que provavelmente foi o mais documentado sobre os problemas
causados com o consumo de fairmacos na forma de mistura enantiomérica seja a talidomida.
Durante varios anos, até 1963, a droga talidomida foi usada para aliviar a ndusea matinal
das mulheres gravidas e logo depois foi descoberto que a talidomida era causa de terriveis
defeitos congénitos em muitas criangas nascidas depois do uso dessa droga (ORLANDO et

al., 2007; REKOSKE et al., 2001; SOLOMOS, 2000).

Mesmo depois dessa tragédia ocorrida com a talidomida, antes de 1990, a pureza

quiral em farmacos foi uma questdo académica. Essas informacdes foram de grande
7
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potencial para o seu entendimento e classificacdo da biotransformacio dessas substancias,
mas de pouca importancia para um lancamento de um produto. De posse desses fatos, a
FDA'’s (Food and Drug Administration), uma entidade americana de satide, publicou em
1992 que embora substancias de farmacos utilizadas anteriormente foram consideradas
bem sucedidas, seguramente desenvolvidas e implementadas como misturas racémicas,
ocorreram Vvarios casos em que enantiObmeros apresentaram diferentes impactos
farmacoldgicos e toxicoldgicos que resultaram em problemas terapéuticos. Atualmente, as
agéncias mundiais regulamentadoras de saide exigem um estudo dos enantidmeros
isolados, incluindo a avaliagdo de racemizacdo do centro quiral e preconizando a
comercializacdo de farmacos quirais na forma de enantidbmeros puros ou enriquecidos
(ORLANDO et al., 2007; YASHIMA, 2001). Essa condi¢des cobradas pelo governo aliado
ao conhecimento de possiveis problemas desse tipo de droga levou as industrias
farmacéuticas a apresentarem um grande interesse na separacdo dos enantidmeros desses
farmacos quirais, com diferentes estudos farmacocinéticas e farmacodinamicas, levando a
um alto valor agregado desses farmacos e conquistas de novas patentes. Além disso, € de
extrema importincia o surgimento de procedimentos simples e de baixo custo de
purificacdo desses enantiomeros (SOLOMOS, 2000; YASHIMA, 2001; REKOSKE et al.,
2001; ORLANDO et al., 2007; LAMMERHOFER, 2010).

Farmacos com centros quirais sdo ainda comercializdas como misturas racémicas
mesmo sabendo que na maioria dos casos um dos enantidmeros € mais ativo do que o outro
e um desses enantiomeros pode gerar efeitos colaterias (ILISZ et al., 2009; UCCELLO-
BARRETA et al., 2010; LAMMERHOFER, 2010; ROUSSEAU et al., 2011), mas, em
contra partida, as vendas de fairmacos enantioméricas enriquecidos alcancaram valores de
U$96,4 milhdes em 1998 (YASHIMA, 2001). Entre 1992 ¢ 2000, o mercado mundial para
compostos quimicos opticamente puros aumentaram de 30 bilhdes de ddlares para uma
estimativa de 100 bilhdes de ddlares, com apenas quase duas dezenas de companhias
especializadas em separagdo quiral. O crescimento da produgdo de substancias enantiopuras
ou enriquecidas enantioméricamente tem correspondido com o crescimento de métodos
assimétricos em sinteses e separacdo, as quais podem fornecer o requerido material

(REKOSKE et al., 2001).
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2.2 Separacao de Compostos Quirais

A sinteses de compostos racémicos sao muito mais simples de serem elaborados, além
da maior facilidade de producdo em relacdo a preparagdo de compostos enantiopuros
(FAIGL et al, 2008). Pequenas quantidades de amostras enantiopuras podem ser
preparadas e posteriormente realizar testes preliminares de diferencas de potencialidades
entre os enantidmeros. Existindo diferencgas entre os enantidmeros, com a afirmacdo de que
um dos enantidmeros € mais efetivo que o outro, ocorre a necessidade de obter grandes
quantidades do enantidomero com maior potencialidade, onde uma producao em larga escala
deve ser desenvolvida. Dificilmente a sintese direta desse enantidbmero vai suprir essa
necessidade, levando a utilizacdo de produg¢do do enantiomero de forma racémica e
elaboracdo de um método vidvel de resolu¢do, onde a obtencdo dos enantidmeros
enriquecidos € muito mais simples que encontrar um procedimento enantioseletivo (FAIGL

et al., 2008).

Meétodos de separagdo de componentes quirais por resolucdo cromatogrifica sao os
mais utilizados além de um desafiante topico de pesquisas em muitas dreas da quimica
analitica, especificamente nos campos farmac€uticos e bioquimicos, onde formas
enantiopuras ou enriquecidas sdo amplamente requeridas. Pesquisas tém sido feitas no
desenvolvimento de métodos de separacdo quiral bio-analiticos e a busca de um completo
entendimento da sua farmacocinética e metabolismo (MONE et al., 2011). A separagao de
moléculas contendo centros quirais tem atraido intenso interesse, principalmente isdmeros
enantioméricos de aminoacidos, dentro da industria farmacéutica nestes dltimos 20 anos e
mais tempo em estudos de conhecimento bioquimico dessas moléculas (YASHIMA, 2001;
ILISZ et al., 2008; ROUSSEAU et al., 2011). Uma ampla variedade de técnicas para obter
essa purificacdo tem sido desenvolvida e algumas técnicas sdo imitagdo da maneira em que
o sistema bioldgico distingue a quiralidade e outros exploram as menores diferencas em
propriedades fisicas ou interacdo com outras estituicdes quimicas (REKOSKE et al., 2001;

ILISZ et al., 2008; LOURENCO et al., 2010).

A fundamental base para a distingdo de enantiomeros, sendo em um sistema
bioldgico ou cromatografico, € a transformacao de enantiomeros em diastereoisdmeros ou a
criacdo de uma relagdo diastereoisomérica entre enantidmeros ligantes € um receptor.

9
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Atualmente a técnica mais utilizada € a separacdo enantiomérica por cromatografia liquida
direta com fases estaciondrias quirais, a qual utiliza adsorventes quirais que sao na maioria
dos casos suportes de silica porosa esférica funcionalizada em um quiral seletor que €
covalentemente ligado ou fisicamente adsorvido nesse suporte (BACHECHI et al., 2006;
LAMMERHOFER, 2010). De acordo com Solomos, (2000); Orlando et al, (2007);
Lourenco et al., (2010), a primeira técnica de relativo sucesso na resolu¢do de enantiomeros
foi a cromatografia em papel, tendo sido eficiente na separagdo de alguns aminodcidos
aromaticos. Baseado nestes trabalhos, Dagliesh, em 1952, propds o modelo de “interagao
de trés pontos” entre enantidmeros e o seletor quiral. Segundo este modelo, sdo necessdrias
trés interacdes simultaneas entre um dos enantidmeros € o seletor quiral, sendo que pelo
menos uma delas deve ser dependente da estereoquimica do analito. Além disso, as
interacdes devem ser de sitios distintos tanto no enantidmero quanto no seletor quiral
(Figura la). O outro enantidmero interage somente com dois sitios do seletor quiral (Figura

1b).

a) b)

(R)-enantibmero (S)-enantibmero

) 111 (@)
Q)gnime)

9)ll IIIIIIIIIIIIQ

Qﬁl: i)

I/ Seletor Quiral I/ Seletor Quiral

Figura 1: Modelo dos trés pontos de interagdo entre os enantidemros e o seletor quiral

(LOURENCO et al., 2010; LAMMERHOFER, 2010)

De acordo com Lammerhofer, (2010) e Lourenco et al., (2010), o modelo original

considera que apenas as interacOes atrativas sdo responsdveis pela discriminagdo quiral.
10
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Atualmente € aceito que as interagdes repulsivas também participam do mecanismo de
resolucao enantiomérica. Se as trés interagdes sdo atrativas, entdo o enantiomero na Figura

la estard mais fortemente ligado ao seletor do que o enantidmero na (Figura 1b).

Os principais tipos de interagdes, responsdveis pela discriminagdo entre os
enantidmeros de um analito e o seletor quiral, no sentido decrescente de intensidade, sdo a
interacdo couldombica, ligacdo de hidrogénio e interacdo estérica (muito fortes), interagdo m-
n e ion-dipolo (fortes), interacdo dipolo-dipolo (intermedidria), interacdo dipolo-dipolo
induzido (fraca) e dispersao de London (muito fraca), as quais estabilizam os complexos
transientes do enantidmeros e seletores quirais. As interacdes couldmbicas e do tipo n- @
podem ser atrativas ou repulsivas, a estérica € repulsiva e as demais sdo todas atrativas
(COLLINS et al., 2006; BACHECHI et al., 2006; LAMMERHOFER, 2010; LOURENCO
et al.,, 2010; UCCELLO-BARRETA et al., 2010). A aplicacdo da teoria dos trés pontos
levou as técnicas de separacdo quiral, conhecidas como cristalizacdo, resolucdo cinética,
combinacdo de reacdo e resolucdo, resolucdo cromatografica (REKOSKE er al., 2001),
onde esta ultima € a mais aplicada considerado industrias farmacéuticas e quimicos de alto

valor agregado (BACHECHI et al., 2006; ILISZ et al., 2009; XIANG et al., 2010)

Diferentes técnicas de cromatografia podem ser usadas para conseguir uma separacio
enantioméricas, como cromatografia gasosa, cromatografia com fluido supercritico,
eletroforese capilar e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (XIANG et al,
2010). A técnica mais relevante para separacdes enantioméricas é a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), a qual pode ser dividida em dois métodos, direta e indireta
(PETER et al., 2003; SINGH et al., 2006; ILISZ et al., 2008; WENG et al., 2008; ILISZ et
al., 2009; XIANG et al., 2010) e rotineiramente utilizada em vdrias pesquisas e atividades
de laboratdrio, onde sua tecnologia € de particular importancia para industria farmacéutica
em descobertas de farmacos e controle de qualidade de farmacos enantioméricas

(BACHECHI et al., 2006; LAMMERHOFER, 2010).

O método direto utiliza um seletor quiral imobilizado na fase estaciondria da coluna e
os analitos formam complexos diastereoisomeros com esse seletor e eluidos em diferentes
tempos, dependendo de fatores de retencdo de cada enantidbmeros no seletor imobilizado.
Os métodos indiretos, os analitos formam complexos diastereoisdmeros em uma solucdo

11
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com um agente quiral derivatizador sem ser imobilizados na fase estaciondria da coluna e
separados depois por cromatografia liquida aquiral que discriminam esses complexos
diastereoisomero. As vantagens do método direto sdo menor nimero de etapas realizados,
menor tempo de purificacio e recuperacdo, menor relacio entre a quantidade de seletor e o
componente quiral a ser separado (PETER et al., 2003; SINGH et al., 2006; COLLIS et al.,
2006; ILISZ et al., 2008; WENG et al., 2008; ILISZ et al., 2009). Em muitos casos, a tnica
maneira de realizar a resolucao para um par de enantidmeros € através da selecdo de uma
coluna apropriada, variando a porcentagem ou o tipo de modificador organico para
controlar a reten¢do dos enantidbmeros. Em alguns casos, com amostras e colunas
especificas, a resolucao também depende do pH, do tipo e da concentracdo do tampdo ou da
temperatura (COLLINS et al., 2006). O conhecimento do mecanismo de reconhecimento
quiral abre novas perspectivas de projetos de seletores quirais dotados de uma ampla
aplicabilidade, os quais tem sido usados em cromatografia enantioseletivas como
polissacarideos, ciclodextranas, proteinas, seletores do tipo Pirkle, alcaldides e antibidticos

macrociclicos (UCCELLO-BARRETA et al., 2010).

2.3  Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A enantiosseparacao por técnicas cromatograficas, particulamente a separagdo direta
de enantiobmeros por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) avangou
significamente a partir da década 1980. Esse procedimento de resolugdo tornou-se um dos
métodos mais usuais de enantiosseparacdo nos campos que delinham farmacos,
agroquimicos e produtos naturais ndo somente para determinar sua pureza Otica, mas
também para obter esses isOmeros 6ticos em grandes escalas. Particularmente, no campo da
industria farmaceutica, a aplicacdo da técnica CLAE quiral tem sido essencial para
pesquisas e desenvolvimento de farmacos quirais, onde investigacdo de farmocinética e
atividades fisioldgicas, toxicologicas e metabolicas de ambos os enantidmeros € nescessdrio

antes do seu uso em atividaes bioquicas-clinico (YASHIMA, 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Ela estd fundamentada

na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes

12
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interacdes entre duas fases imisciveis, a fase mdvel e a fase estaciondria. A grande
variedade de combinacdes entre fase moével e estaciondria torna-a uma técnica
extremamente versatil e de grande aplicagdo (CASS & DEGANI, 2001; COLLINS et al.,
2006).

Os termos e expressoes “cromatografia”, ‘“cromatograma” e “método
cromatografico” foram descritos pela primeira vez em 1906 por Tswett, um botanico russo
que separou os componentes de um extrato de folhas usando uma coluna de vidro recheadas
com vérios sélidos e arrastou os diferentes componentes com éter de petréleo, que originou
em vdrias faixas colorida. Embora a técnica seja conhecida como cromatografia (do grego
“chrom” — cor e “graphie” — escrever), ela ndo depende da cor. A faixa colorida obtida por
Tswett serviu somente para facilitar a identificagdo dos componentes separados (COLLINS

et al., 2000).

A principal diferenca entre a cromatografia liquida classica e a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) € que esta utiliza fases estaciondrias compostas de
microparticulas entre 3 a 10 um de didmetro. Estas fases estaciondrias, por serem muito
menos permeaveis, tornam-se necessario a utilizagao de bombas de alta pressdo e precisao
para eluir a fase mével por dentro da coluna (CASS & DEGANI, 2001; COLLINS et al.,
2006).

O procedimento CLAE tem sido usado para producdo de relativamente pequenas
quantidades de substancias quirais desde que foram inventadas suas fases estaciondrias com
reconhecedores quirais. A adequada combinacdo de fases estaciondrias e fases modveis
permitem que a mistura enantiomérica possa ser separadas e os enantidmeros sejam eluidos
em diferentes tempos e com bom rendimento na recuperacdo. Foi uma das primeiras
técnicas a ganhar uma aceitacdo pratica generalizada e divide-se em escalas analiticas,
semipreparativa e preparativas. Em escala analitica, utilizam-se colunas de diametros
pequenos e a quantidades pequenas de componentes e conseqiientemente, uma separacio
enantiomérica com baixo rendimento, adequado para andlises e testes iniciais. Na escala
semipreparativa e preparativa utiliza quantidades significativas de analito e através de
significativas inje¢cdes de misturas de enantidmeros e coletando o efluente da coluna em
segmentos de tempos apropriado, obtém a separacdo com uma pureza enantiomérica ou

13
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enriquecida com um rendimento aceitdvel para a recuperacdo. No entanto, essa técnica
emprega uma quantidade substancial de solventes e requer como investimento um capital
significativo na forma de fases estaciondrias caras e equipamentos de alta pressdo. Além
disso, o produto obtido é extremamente diluido, resultando em significantes gastos de

energia para recuperar o composto desejado (REKOSKE et al., 2001).

Novas adaptacdes do uso do CLAE em escala semipreparativa e preparativa t€ém
sido inventadas para atender as suas questdes desfavordveis. Umas das mais importantes
destas técnicas é a adaptacdo de uma chamada de leito mdvel simulado (SMB). Este
método de separacdo atende as limitacdes descritas do CLAE, aumentando a eficiéncia em
relacdo ao consumo de solventes, concentracdo de adsorbato e utilizagdo de fase

estacionaria (REKOSKE et al., 2001).

Cromatografia por leito mével simulado (SMB) é uma técnica de cromatografia
mais recente, podendo ser aplicada na separacdo enantiomérica, permitindo separacdes em
larga escala, as quais em escalas preparativas chegam a obter escala de toneladas de
enantidmeros enriquecidos, os quais podem acelerar a produ¢do de farmacos quirais com

alto grau de pureza (YASHIMA, 2001; LAMMERHOFER, 2010).

2.3.1 Fase Estacionaria Quiral

A possibilidade de resolver um par de enantidmero nao é facil de predizer a partir de
sua estrutura mesmo com o conhecimento sobre a macroestrutura da fase estaciondria quiral
(PERSSON et al., 2001). A forma, estrutura e desenvolvimento de uma fase estacionaria
quiral (FEQ) capaz de um reconhecimento quiral efetivo de uma ampla faixa de
enantidmeros € o ponto chave da técnica de separacdo quiral em CLAE. Vérias FEQ para
CLAE tem sido preparadas e comercializadas, as quais consistem em pequenas moléculas
quirais ou polimeros quirais imobilizados sob um suporte como uma silica gel (YASHIMA,
2001; PERSSON et al., 2001). Diferentes enantiomeros podem ser resolvidos pela mesma
fase estaciondria quiral quando os enantidmeros apresentam orientacdes conformacionais
similares ou devido a similaridade do ambiente ao redor do centro quiral (FAIGL et al.,

2008).
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Para diferenciar os enantiomeros um do outro, tanto quimica como fisico-
quimicamente, faz-se necessario a formacdo de um par de diastereoisdmeros, transitorios

ou ndo, 0s quais sao mostrados na reagdo abaixo (1), segundo Collins et al., (2006).
(R)-An + (S)-An + (R)-So ¢ (R)-An-(R)-So + (S)-An-(R)-So (1)

Onde (R)-An e (S)-An sdo os analitos dos enantiomeros R e S, respectivamente; (R)-So
€ o seletor quiral; (R)-An-(R)-So e (S)-An-(R)-So sdo os pares de diastereoisomeros dos

analitos dos enantiomeros R e S com o seletor quiral.

De acordo com Lourengo et al., (2010), os processos envolvidos na formacdo dos
complexos diastereoisoméricos transitorios analito/fase estaciondria quiral ndo sdo simples
e singulares, visto que vdrias interacdes simultdneas sdo requeridas para discriminar um
enantidmero do outro. Nos mecanismos enantiosseletivos, muitas vezes as interacdes fracas
podem desempenhar um papel tdo decisivo quanto as interacdes fortes. Mesmo assim,
usualmente a escolha do seletor quiral € feita considerando as interagdes mais fortes entre

os enantidmeros e a fase estaciondria quiral (FEQ).

A separagdo de um par de enantidmeros torna-se facil quando se dispde de uma coluna
cromatografica com fase estaciondria quiral seletiva para o soluto em questdo. No entanto,
ndo existe uma fase estaciondria universal capaz de solucionar todos os problemas de
separacdo, mas sim diversas fases com diferentes principios de separacdo, como pode ser

visto na Tabela 2 (COLLINS et al., 2006).

O uso de polimeros quirais como um adsorvente enantioseletivo é uma rota
extensamente utilizada, com as vantagens de baixo custo, ampla disponibilidade e
normalmente ndo necessitam de muito tempo na preparacdo. Entretanto, adsorventes
biopoliméricos as vezes tendem a ter pobres propriedades mecanicas e cromatograficas,
com alta polaridade e estrutura porosa. Essas caracteristicas proporcionam um

comportamento cinético desfavoravel (LOURENCO et al., 2010).

Uma rota alternativa utiliza fases estaciondrias quirais sintéticas preparadas para um
tipo especifico de separacdo, com boas propriedades mecanicas e cromatograficas.

Tentativas para melhorar as propriedades cromatogréaficas e enantioseletivas da celulose
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tem se concentrado na derivacdo dos grupamentos hidroxilas para diminuir a polaridade do
material e prover um aumento na interacio entre a fase estaciondria quiral e enantidmeros
analito (PIRKLE & POCHAPSKY, 1989). Os tipos de fases estaciondrias quirais podem
ser classificados de uma maneira geral em cinco grupos, dependendo dos processos de
reconhecimento quiral que operam durante a separacdo. As fases sdo do tipo Pirkle; Fases
com polissacarideos helicoidais; Fases com cavidades quirais; Complexagdo terndria do

ligante e fases protéicas (LOURENCO et al., 2010).

Tabela 2: Fases estaciondrias quirais e requisitos de utilizacao

Tipo da fase estaciondria | Mecanismo de reconhecimento quiral | Requisitos do analito | Requisitos da fase mével

Grupos ionizaveis
(amina ou acidos);
grupos aromaticos

Interacdes hidrofébicas e

L. Somente fase reversa
eletrostaticas

Fases protéicas

Capacidade de
ligagdo de
hidrogénio ou
interacdes dipolo;
fator estéreo
préximo a centro
quirais

Fase reversa, fase
normal ou solventes
organicos polares

Fases de polimeros
helicoidais

Complexacido de inclusdo, interagdes
atrativas

Fases com cavidades | Complexacdo hospede-hospedeiro ou Grupos polares,

(ciclodextrina e éteres
coroas)

complexacgdo de inclusdo, ligacdo de
hidrogénio

polarizdveis e
aromdticos

Fase reversa ou normal

Fases do tipo doador-
receptor (tipo Pirkle)

Ligacao de hidrogénio, interacdes m-
w, dipolo, atracdes e repulsdes

Capacidade para
ligar por interacdes
© ou ligagdes de

Fase normal ou reversa

eletrostéticas hidrogénio; grupo
aromdtico
Fases por troca de ~ . a-amino e o-
. Complexos de coordenacgdo a metais | | . NP Fase reversa
ligante hidroxiaminodcidos
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2.3.1.1 Fase Estacionaria Tipo Pirkle

Pirkle (1979) relatou que para resolucdo quiral acontecer deve haver pelo menos trés
interacdes simultaneas entre uma fase estaciondria quiral e um enantidmero soluto, por isso
uma ou mais interagdes devem ser estereoquimicamente dependentes. InteracOes tipicas
envolvidas no processo de reconhecimento quiral sdo interacdes do tipo m-m, ligacdes de
hidrogénio, dipolo-dipolo, interagdes hidrofébicas e estéricas. A Figura 2 apresenta uma
representacao da fase estaciondria do tipo Pirkle. Observa-se nessa Figura as trés interagcdes
entre o seletor quiral da fase estaciondria, (S)-metil N-(2-naftil)alaninato (1), e o
enantidmero (.S)-N-(3,5-dinitrobenzoil)leucina n-propilamida (2); uma interacdo n- m entre
os grupos aromaticos da fase estaciondria e do (S)-enantiomero do analito e duas ligacdes

de hidrogénio com os grupos C=0.

NO3

o (CHz2)14
R — Q >Si<
0 OCH,CH

Figura 2: Representacao de fase estaciondria do tipo Pirkle e as suas interacdes com o

analito (LOURENCO et al., 2010).
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De acordo com a Pirkle et al, (1986), sistemas com interacdo m- m, a rigidez
conformacional dos anéis aromadticos participa da formagdo do complexo
diastereoisoméricos e, como consequéncia, apenas dois grupos funcionais ligados ao centro

estereogénico do analito precisam interagir com os grupos funcionais do seletor quiral.

O entendimento detalhado das interacdes entre a fase estaciondria quiral e o soluto
enantiomérico conduz a possibilidade de predizer a ordem de eluicdo de enantidmeros
individuais (PRYDE, 1989). Baseados nos resultados obtidos na primeira geragao de fases
quirais, Pirkle desenvolveu uma teoria de reciprocidade que diz: "A interagdo
diastereoisomérica que permite a uma coluna derivada de um dado composto quiral A
resolver uma determinada mistura racémica B também permite a coluna derivada do
composto B resolver a mistura racémica A". Este fato levou ao surgimento de uma segunda
geracdo de fases estaciondrias quirais de Pirkle, derivadas de N-(3,5-dinitrobenzoil)
aminodcidos (n-4cido, in nature) (CASS & DEGANI, 2001). A terceira geracdo de fases
quirais de Pirkle (n-bésica, in nature) foi resultado direto da teoria de reciprocidade (CASS
& DEGANI, 2001). As fases m-receptor mais frequentemente utilizada sdo derivadas do
aminodcido fenilglicina (DNBPG) ou leucina (DNBLeu) covalentemente ou ionicamente
ligada ao gel de 3-aminopropilsilica. Estas fases sdo comercialmente disponiveis tanto para
separacOes analiticas quanto para separagdes preparativas de enantiomeros (FRANCOTTE,

1994).
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2.3.1.2 Fase Estacionaria Tipo Polissacarideos Helicoidais

Fases do tipo polissacarideos helicoidais funcionam por uma combinacdo de reagdes
complementares entre o enantidbmero soluto e o polissacarideo imobilizado, geralmente

celulose ou amilose (HEARD & BRAIN, 1994), cujas estruturas sdo mostradas na Figura 3.

OH O
—_—
H O~ H
HO HO
. 1L o
Celulose Amilose

Figura 3: Estrutura quimica da celulose e amilose.

Uma variedade de polissacarideos, tais como celulose, amilose, quitosana, quitina e
xilana, foram eficientemente derivados e usados como seletores quirais para separaciao de
diferentes classes de compostos quirais. Além disso, diversas fases estaciondrias quirais
baseadas em tris-benzoatos, tris-fenilcarbamatos e tris-benzilcarbamatos de polissacarideos
adsorvidos em 3-aminopropilsilica macroporosa foram também desenvolvidas

(LOURENCO et al., 2010).

Atualmente, as mais utilizadas sdo amilose e celulose devido os melhores resultados
de separacdes das misturas racémicas, ocasionadas pela sua configuracdo quiral e serem
mais favoraveis a conversdo em uma variedade de derivados, como acetatos, benzoatos,
triésteres e fenilcarbamato, garantindo assim, um maior ndmero de sitios para o
reconhecimento quiral, a Figura 4 ilustra um exemplo de uma fase estaciondria quiral a

base de celulose e fenilcarbamato.
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Figura 4: Fase estacionaria de celulose tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)

A celulose e amilose tém fornecido fases estaciondrias notavelmente versiteis e
extremamente poderosas tanto para fins analiticos como para fins preparativos. As fases
estaciondrias quirais baseadas tris-fenilcarbamatos de celulose e amilose sdo as mais
estudadas e utilizadas, devido a elevada estabilidade e grande capacidade de discriminagdo
e resolucdo de uma ampla variedade de compostos. A enantioseletividade destas fases varia
fortemente com o tipo de grupo derivatizado ligado a molécula de glicose do
polissacarideo. Essa caracteristica tem sido extensivamente explorada para modular a
habilidade de reconhecimento quiral destas fases estaciondrias baseadas em polissacarideos
(LOURENCO et al., 2010). As habilidades de reconhecimento quiral de polissacarideos
com fenilcarbamatos sdo muito influenciadas pela metade fenil, devido a grande influéncia
na polaridade desse modificador quando substituido. Isto sugere que a maioria dos
importantes siteos de adsor¢do para discriminacdo quiral de derivados fenilcarbamatos

podem ser o grupo polar do carbamato (YASHIMA, 2001).

A estrutura quiral possue diferentes sitios de ligacdes que atribuem a fase
estaciondria uma seletividade e retencdo de um nimero razoavelmente grande de
compostos quirais. Os dtomos de cloro, oxigénio e nitrogénio, presentes na estrutura da
FEQ, conferem a formacao de liga¢des de hidrogénio, além disso, o d&tomo de cloro por ser
fortemente eletronegativo, é responsavel por interagdes dipolo com os componentes quirais

de interesse. A existéncia do fenil na estrutura do polimero constitui as interacdes do tipo -
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7. Por udltimo, a estrutura linear da celulose, citada anteriormente, confere os efeitos
estereoespecificos. Pode ocorrer a formacdo dos complexos de inclusdo, decorrente do
encaixe da porcdo aromatica do analito na cavidade quiral da fase estaciondria. (ali et al.,
2007; LOURENCO et al., 2010). Os complexos diastereoisoméricos formados sao
estabilizados por interacdes estéricas e ligagdo de hidrogénio (LOURENCO et al., 2010).

O grupo polar do carbamato € direcionado de uma forma que sua estrutura fique
mais interna na cadeia polimérica e o grupo aromadtico hidrofébico mais externo. Desta
forma, enantidbmeros que migram da parte externa da cadeia polimérica podem
eficientemente interagir com a parte polar dos carbamatos locados na parte fenil via
ligacdes de hidrogénio com os grupos NH e C=0 e dipolo-dipolo interagcdes com C=O.
Contudo, a natureza do substituinete sob os grupos fenil afeta a polaridade do carbamato
residual, o qual leva a diferentes forcas de resolucdo quiral (YASHIMA, 2001).As cadeias
poliméricas formadas pelos carboidratosamilose e celulose sdo de forma helicoidal e linear,
respectivamente. Esses polimeros estdo entre os mais abundantes biopolimeros ativos
oticamente e possuem estruturas perfeitamente definidas e com capacidade de resolver
enantidmeros incluindo derivados de aminoacidos (YASHIMA, 2001). Ambos carboidratos
tem sua corrente polimérica formada por unidades de D, glicose e a diferenca entre as suas
estruturas sdo o tipo de ligacdo formada. A celulose apresenta na sua cadeia polimérica
ligacdes do tipo B (1-4) e a amilose cadeia polimérica a-1-4 e a Figura 5 ilustra essas
diferencas conformacionais. Ambos possuem cavidades quirais, que sdo responsaveis pela
resolugdo quiral. A amilose por ser helicoidal, possui cavidades bem definidas, tornando-a
diferente da correspondente celulose andloga, que parece ser mais de natureza linear e
rigida (ali et al., 2007). As cavidades formadas pela estrutura tercidria da amilose e

celulose, s@o capazes de reter moléculas estereossseletivamente (COLLINS et al., 2006).
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Celulose

Amilose

ligagagao alfa 1-4

Figura 5: Estrutura quimica das fases estaciondrias quirais

2.3.2 Fase Movel

Reconhecimento quiral € comumente considerado como um processo biomolecular de
interacdes entre a fase estaciondria quiral e o substrato quiral ainda com a presenga de uma
fase mével que assume um papel modulador das forcas destas interagdes. Eluentes e
solventes sdo grandes determinantes de preferéncias conformacionais e de estados de

ionizagdo de seletores quirais e solutos (LAMMERHOFER, 2010).

A fase mével decide a respeito da utilizagao de uma fase estaciondria quiral de acordo
com seu potencial de enantioreconhecimento quiral intrinseco, sendo uma importante
ferramenta para investigacdes de quais interacdes sdao envolvidas. Sua escolha ¢é
fundamental para separacOes de enantidmeros, pois influéncia diretamente na separacio e

rendimento da purificacdo quiral (LAMMERHOFER, 2010).

Parametros importantes como seletividade da separacdo, tempo de retencdo e
solubilidade do racemato sio altamente influenciados por mudangas de composicdo da fase
movel. Em alguns casos, o impacto da fase mével € tdo forte que mudangas na sua
composi¢do causam inversdo da ordem de elui¢do dos enantidmeros na cromatografia. Por

essas razdes, antes de executar uma separagao em escalas semipreparativas ou preparativa,
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torna-se necessdrio estabelecer a ordem de eluicdo de ambos enantiomeros nas fases
estaciondrias e moveis iguais as otimizadas em condi¢des analiticas (COLLINS et al,

2006).

Os modos de eluicio da fase modvel em relacio a fase estaciondria podem ser
utilizadas nos trés modos de elui¢do, normal, reverso e polar organico (LOURENCO et al.,
2010). Cass et al., (2003) investigaram diferentes modos de elui¢cdo em fase estaciondria
tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose e amilose e concluiram que os trés modos de
eluicio podem ser usados sem a perda do desempenho das colunas ou alteragdes na
capacidade de discriminagdo quiral por mudangas do modificador organico ou do modo de

eluicdo, o que aumenta ainda mais a aplicabilidade destas colunas para separagdes quirais.

As principais caracteristicas que as fases moveis utilizadas em CLAE devem
apresentar um alto grau de pureza, facil purificacdo, dissolver a amostra sem decompor 0s
seus componentes, ndo decompor ou dissolver a fase estaciondria, ter baixa viscosidade.
Além dessas caracteristicas, serem compativeis com o tipo de detector utilizado e terem
polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da amostra
(CASS et al., 2003; COLLINS et al., 2006). Quanto maior a viscosidade da fase movel,
menor a viscosidade de transferéncia de massa, menor a efici€éncia, menor a permeabilidade

da coluna e maior a pressao necessaria de escoamento (COLLINS et al., 2006).

Modifica¢des da fase mével com diferentes eluentes € a maneira mais usual para o
desenvolvimento da separacdo de uma amostra em CLAE. A eluicdo da fase mdvel pode
ser dos tipos, isocrdtica ou por gradiente. A elui¢do isocritica € aquela na qual a forca
cromatogréifica da fase mével permanece constante durante toda a separacdo. A elui¢cdo por
gradiente é aquela na qual a composi¢do da fase mével varia durante a separagdo, de modo
que a for¢a cromatografica aumente gradativamente. A eluicdo isocrdatica é o modo
preferido de eluicao devido a sua simplicidade, convenié€ncia, reprodutibilidade das anélises

e menor custo (COLLINS et al., 2006).

A forga cromatografica do solvente € atribuida em funcdo da polaridade da fase
estaciondria. Dessa forma, o solvente denomina-se forte quando possui grau de polaridade

semelhante ao da fase estaciondria, caso contrdrio, denomina-se fraco. Em cromatografia
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liquida em fase estaciondria normal, a qual a fase estaciondria é mais polar que a fase
movel, solventes polares sdo denominados fortes € os mais apolares sdo fracos. Em
cromatografia em fase estaciondria reversa, na qual a fase estaciondria € mais apolar que a
fase mdvel, solventes fortes sdo os mais apolares e fracos sdo os polares. Portanto, fases
moveis fortes em fase estaciondria reversa sao os que possuem maior propor¢do de solvente
apolar. Em cromatografia de fase reversa, o fator de reten¢do da amostra (K), aumenta para
os compostos mais hidrofilicos. Quando um dcido ou uma base sofrem ionizacao, passando
de espécies neutras para espécies com carga, tornam-se menos hidrofébicas, diminuindo

significativamente sua retengdo na fase estaciondria reversa (COLLINS et al., 2006).

A Tabela 3 apresenta os valores de polaridade, viscosidade e cumprimento de onda
com maior absorbancia de alguns eluentes utilizados como fase mdével em cromatografia. A
polaridade € definida na série eluotrdpica, tabelada na escala de Snyder (P”), para

cromatografia em fase normal e reversa (COLLINS et al., 2006).

Tabela 3: Valores de polaridade de eluentes utilizados como fase mével em cromatografia

N mPa.s uv
Eluentes P i él 250 C) (nm)
Acetonitrila 5.8 0,34 190
Acido acético 6 1,16 250
Agua 10,2 0,89
Hexano 0,1 0,29 200
Isopropanol 3,9 2,3 210
Trietilamina 1,9 0,38 280

Considerando as possiveis fases méveis que podem ser utilizadas em diferentes fases
estacionarias quirais, a seletividade dos seletores quirais para um determinado analito,
utilizando diferentes eluentes, podem ser otimizados com a adi¢do de aditivos como
trietilamina e dietilamina na fase moével. Utilizando fase estacionaria reversa, a seletividade
dos seletores quirais para um determinado analito pode ser otimizada com a utilizacdo de

tampao e ajuste de pH (COLLINS et al., 2006).

Se compostos i0nicos ou ionizdveis precisam ser separados, geralmente a andlise
cromatogréifica necessita ser realizada em um valor de pH bem definido. Para compostos

acidos, a solucdo tampao com o pH uma unidade menor que o pKa resulta em espécies nao
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dissociadas. Solucdo tampdo com o pH uma unidade maior que o pKa produz espécies
ionizdveis, ou seja, anios. Compostos dcidos perdem um préton e tornam-se ionizaveis a
medida que o pH aumenta, ja compostos basicos, ganham um préton e tornam-se ionizaveis
a medida que o pH diminui. Portanto, a medida que o pH aumenta, a reten¢do de compostos
acidos em fase reversa diminui e a retencdo de compostos bdsicos aumenta. Usa-se o
controle de pH da fase mével para promover a separagdo de solutos i6nicos. A retencdo €

maior quando o composto estiver na forma nao-ionizada (COLLINS et al., 2006).

Controla-se o pH na fase mével com adicdo de acido acético, fosférico ou tampao
como acetato ou fosfato para ajustar o pH no intervalo de 2-5. Para intervalos de pH entre

7-8, usa-se NH,OH, trietilamina, dibutilamina ou fosfatos alcalinos na fase mével.

2.3.3 Equipamentos para CLAE

A Figura 6 apresenta um esquema bdasico de um aparelho cromatografico a liquido,
dentro de uma ampla variedade de aparelhos existentes que se diferenciam pelo custo,

versatilidade e complexidade (COLLINS et al., 2006).

Bomba Serpentina encamisada
7 m— e

Banho Termostatico

b |

Fase Mdvel

- J contraladara

Figura 6: Esquema de um cromatogréfico liquido de alta eficiéncia.

—B

Detectar Dicraismo circular\
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia constitui em uma fase movel bombeada
sob alta pressdao e uma quantidade de amostra € introduzida por meio de uma vélvula de
injecdo, sendo arrastada pela fase mdvel através da coluna. Na coluna, a velocidade de
eluicdo dos compostos é inversamente proporcional a interacdo destes com o material de
recheio, e a separacido depende do nimero de pratos. A fase mével, contendo os compostos
da amostra, ao sair da coluna chega ao detector que gera um sinal proporcional a
concentracao do soluto, que € enviado para um sistema de registro e tratamentos dos dados,
produzindo um cromatograma. O detector ¢ o componente de alto valor econdmico e
sofisticado do sistema cromatografico, o qual mede de forma continua alguma propriedade
fisica ou fisico-quimica da amostra ou da solucdo que a contém e envia um sinal para
registro, geralmente, diretamente proporcional a concentragdo do componente na amostra.
Esse sinal € gerado assim que o efluente sai da coluna e chega ao detector. Dentro os varios
detectores, os mais utilizados em cromatografia quiral sdo os detectores por absorbancia no
ultravioleta e no visivel, espectrometros de massa, rotacdo Otica e dicroismo circular
(COLLINS et al., 2006). O funcionamento dos detectores espectrofotométricos baseia-se
na absorbancia da luz por parte da amostra, ao passar através dela qualquer radiagcao
eletromagnética. Normalmente isso ocorre desde a regido do ultravioleta até o
infravermelho, em um dado comprimento de onda (COLLINS et al., 2006; AHUJA, 2000).
A espectrometria de massas € uma das técnicas mais importantes de andlise molecular
devido ao seu potencial em fornecer informacdes de massa molar, bem como sobre a
estrutura do analito. O espectrometro de massas ¢ um instrumento sofisticado e constituido
de trés partes: fonte de ionizacdo, muitas vezes denominadas interface, analisador de
massas e detector de fons com aquisi¢ao/processamento de dados. Diferencas nesses trés
componentes diferenciam os tipos de técnicas de espectrometria de massas empregadas em
cromatografia de alta eficiéncia. Em todas elas, apds a injecio da amostra no
espectrofotometro de massas, ocorre a produgdo de ions pela fonte de ionizacdo, uma vez
que sua deteccdo € limitada a espécies carregadas. Uma vez formada os ions, eles sdao
analisados pelo analisador de massas de acordo com a sua razdo massa/carga (COLLINS et

al., 2006).

Detectores de rotagdo 6tica sdo chamados de detectores Gticoquiral. A rotagdo 6tica

¢ uma rota para deteccdo e quantificacdo de compostos quirais (AHUJA, 2000) e sao
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apenas utilizados especialmente para andlise de enantidmeros (COLLINS et al., 2006;
AHUIJA, 2000). O dicroismo circular € um detector de rotagcdo 6tica que relata a diferenca
de absorbancia da luz direita ou esquerda circular polarizada e analisa essa absorbancia

diferencial e quantificada para uma ampla faixa de comprimento de onda de absorbancia

(AHUJA, 2000).

2.4  Parametros Cromatograficos

Os parametros cromatograficos analiticos de separacdo de compostos sdo uteis para
a avaliacdo e verificacdo da eficiéncia de separacdo na coluna cromatogréafica (COLLINS et
al., 2006; SEWELL E CLARKE, 1987). A Figura 7 apresenta alguns termos técnicos

necessarios para auxiliar nas defini¢des dos parametros cromatograficos.

Largura da base
ameia altura (Wy)

Injegéo .

Figura 7: Cromatograma com as medidas relacionadas a determinacdo dos parimetros
cromatogréficos (adaptado de COLLINS et al., 2006).

Legenda: tg; e tgy — tempos de retengdo do 1° e 2° componente; wy; € Wy — largura
da base do pico na linha de base; wy, — largura da base do pico a meia altura; ty — tempo
morto (refere-se ao componente ndo retido na coluna); t'g; € t'r; — tempos de retencdo

ajustados; h — altura do pico; At — diferenca entre os tempos de retencdo ajustados.
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Segundo Collins et al., ( 2006), o tempo de retencdo (fg) engloba todo o tempo do
percurso das moléculas do soluto em movimento com a fase mével e a soma do tempo de
permanéncia das moléculas do soluto na fase estaciondria dentro do sistema

cromatogréfico.

Sendo assim, o tempo de retengdo € ajustado por um tempo morto (zy). O tempo
morto é determinado por um constituinte que ndo interage com a fase estaciondria. A

equacao (2) € utilizada para determinar esse tempo.

ty=ty—1, (2)

De acordo com Cass & Degani (2001) e Collins et al., (2006), o fator de retencao é
a razdo entre o nimero de moléculas do soluto na fase estaciondria (Ne) e o nimero de
moléculas do soluto na fase mével (Nm). O fator de retengdo pode ser adquirido entre a
razdo do tempo de retencdo ajustado (#’g) e o tempo morto (ty). Através da Equacdo (3)

pode-se calcular o fator de retencgdo.

k=2t
N, 1,

m

O valor de K tem relagdo direta com a eficiéncia e o alargamento dos picos, este
valor ndo pode ser baixo e, tdo pouco, alto. Assim, valor de K baixo significa fraca
interacdo dos solutos com a fase estaciondria (FE) e para valores elevados possui uma forte
interacdo com a FE. No entanto, a forca de interacdo pode ser também governada pela fase
movel (FM) empregada. Ou seja, valor de K baixo indica uma FM muito forte e/ou pouca
interacdo do soluto com a FE, enquanto um k elevado tem indicio de uma forte interacio
com a FE e/ou o eluente € muito fraco (CASS & DEGANI, 2001). Segundo Collins, Braga
e Bonato ( 2006), o intervalo ideal de fator de retencdo é 1 <k < 10; entretanto, para anélise
de multiplos componentes, também aceita-se 0,5 < k < 20. Portanto, o primeiro parametro
normalmente ajustado no sistema cromatogrifico deve ser o fator de retencdo. Para

otimizacdo desse fator € aplicado um procedimento empirico por tentativa e erro.

Outro termo na cromatografia em coluna é o fator de separacdo (o), o qual mede a

seletividade de separacdo entre duas bandas adjacentes (CASS & DEGANI, 2001). O fator
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de separacdo (a) € a razdo entre os fatores de reten¢do de dois picos adjacentes, que
também sdo relacionados com tempos de retencdo ajustados (COLLINS et al., 2006). A

Equacao (4) € utilizada para calcular esse fator.

A resolucdo (Rs) € outra medida quantitativa de separacdo do sistema de
cromatografia em coluna. Leva em conta as larguras das bandas, além de seus respectivos
tempos de retencdo. E calculada a partir da distancia entre os dois picos adjacentes dividido
pela média das larguras de suas respectivas bases, conforme apresentado na Equagdo (5).
Segundo Collins, Braga e Bonato ( 2006), para valores de Rg < 1, os picos sdo poucos
separados, se eles estiverem em proporcdes iguais dentro de uma mistura bindria. J4 valores
iguais a 1,25 indicam uma melhor separacdo, contudo, servem somente para mensurar a
quantidade presente na mistura, enquanto Rg maior que 1,5 indica separacao completa.

R, zz.ﬂzl,lg.% (5)
W +W, Wim + Wy

Segundo Cass & Degani (2001); Collins, Braga e Bonato ( 2006), o HETP “em
inglés height equivalent to a theoretical plate” ou altura equivalente a um prato tedrico é
definido pela razdo entre a altura ou comprimento da coluna (L) e o nimero de pratos (N),
representado pela Equacdo (6). Cada etapa em que a molécula alcanca o equilibrio
corresponde a um “estdgio de equilibrio” ou um “prato tedrico”. Quanto maior o ndmero de
pratos tedricos, maior a chance de resolucdo. A altura equivalente a um prato € funcido da
geometria da coluna e empacotamento, das condi¢des de operacdo, das propriedades do
soluto e das interagdes do soluto com a fase mével e com a fase estaciondria. Em uma
separacdo cromatografica em que o empacotamento da coluna e o soluto ja sdo definidos, H
¢ funcdo da velocidade superficial de escoamento da fase moével (u9) (ARNOLD;

BLANCH; WILKE, 1985b).

0.2

L
HETP=2_L=="(6)
t> N (

R
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Segundo Cass & Degani (2001); Guiochon (2006), o nimero de pratos (N) é
considerado como sendo a razdo do tempo de retengcdo (tr) € 0 tempo necessirio para
alcancar um equilibrio, ., conforme Equacao (7). Calcular 1. € baseado em uma estimativa
derivada da lei de Fick, que afirma que o tempo requerido para atingir equilibrio entre o
centro da esfera e a solucdo ao redor da esfera é proporcional ao dp* e inversamente

proporcional ao coeficente de difusao o poro (Dp), conforme apresentado pela Equacgdo (8).
t t ?
N=-"-= (ij (7)
7, \O

D
N o< —£1, (8)

d

P
Onde Dp inclue as contribuicdes do coeficiente de difusdo na fase movel
impregnada a particula, o coeficiente de impedimento devido a tortuosidade, a contri¢do da
rede dos poros e a difusdo superficial. Isto mostra que, para aumentar a eficiéncia da
coluna, € necessario aumentar o tempo de retencdao, 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 D, e diminuir o tamanho médio

das particulas (GUIOCHON, 2006).

De acordo com Cass & Degani (2001), cada prato mede a efici€cia das condi¢des
cromatogréficas através dos tempos de retencdo obtidos (tgr) e do alargameto de bandas
(W). Essa eficiéncia da coluna, caracterizada pelo espalhamento do pico de um composto

durante sua elui¢do, é apresentada pela Equagao (9).

2

2 2
N:[t_Rj :16.[ij —554.| & ©)
o %4 Wil
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2.4.1 Estudo de Transferéncia de Massa

Para efeito de simplificagdo, varias hipdteses sdo assumidas na constru¢do do
modelo para a transferéncia de massa de um analito em coluna cromatografica, as quais sao

listadas abaixo ( CREMASCO et al., 2001):

A coluna é unidimensional. Esta considera¢do implica na uniformidade no sentido
radial, ou seja, todas as propriedades fisicas, assim como as concentracdes de cada
componente, sdo constantes em uma dada secc¢do transversal do leito. Desta forma as
equagoes de balanco de massa terdo duas varidveis independentes, o tempo ¢ € a coordenada
axial z. A consideragdo dessa hip6tese ¢ muito comum na abordagem de sistemas com uma
dimensdo claramente predominante, como € o caso das colunas cromatogriaficas que

possuem um comprimento bem maior que seu didmetro externo.

A fase liquida € incompressivel. Com esta consideracdo, a massa especifica da fase
movel fica constante, assim como a vazdo e a velocidade da mesma ao longo da coluna. A
incompressibilidade da fase liquida também é uma consideragdo muito comum nos

balancos de massa.

O sistema ¢ isotérmico. Em principios, balancos de energia deveriam acompanhar
os balancos de massa, sendo incluidos no sistema de equacdes. No entanto, na prética
fendmenos térmicos associados a migracdo dos componentes através do leito parecem ser
muito reduzidos e nido ter mostrado efeitos detectaveis (GUIOCHON, 1994). Por isso,

equagdes representativas do balanco de energia ndo estardo presentes no sistema.

A fase soélida serd considerada homogénea, ou seja, um valor médio de concentracao
<g>; englobara tanto a massa do soluto i adsorvida sobre o sélido (superficie externa da
particula e parede dos poros) quanto a massa de i na fase liquida presente no interior dos
poros das particulas. Esta concentracdo serd dada pela razdo entre essa massa total de i no
s6lido incluindo os poros. A concentracdo na fase liquida (C;) serd dada pela razdo entre a
massa de i presente na fase liquida (excluindo a fase liquida que preenche os poros do

solido) e o volume de liquido nos intersticios entre as particulas.
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O coeficiente de dispersdo axial é considerado constante. A dependéncia com a
pressdo do coeficiente de dispersao axial em liquidos € desprezivel. Considera-se também
que este parametro nao depende da concentracao de soluto, o que é verdade para compostos

usados em cromatografia liquida, que raramente excedem 5% em peso (GUIOCHON,
1994).

Considerando um elemento de volume para o balangco de massa, apresentado na

Figura 8, i como o componente a ser adsorvido em ambas as fases, estaciondria e mével, no

sistema .

Figura 8: Elemento de volume de uma coluna cromatografica

A equacdo bdsica de balan¢o de massa do componente i no elemento de volume da

Figura 10 € dada por:
(Acumulo); = (fluxo de 1)entrada — (fluxo de 1)saiga  (10)

O termo de actiimulo € dado pela soma de dois termos, o acdimulo na fase liquida e o

acumulo na fase sélida:

(Acumulo); = (Actimulo na fase liquida); — (Actimulo na fase sélida); (11)
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Considerando que os volumes de liquido e de sélido no elemento de volume
mostrado na Figura 10 sdo dados respectivamente por ((A)seccao- € Az) € ((A)seccao-(1-€).42),

tem se:

alCt ’ ((A)seccgﬁo € AZ)J + alCt ’ ((A)seccgﬁo ’ (1 B 8) ’ AZ)J
ot ot

(Acumulo) =

(12)

O componente i se movimenta através do elemento de volume mostrado da Figura
10 de duas formas: com o movimento convectivo do liquido e com a dispersdo axial. Cada

um destes termos serd abordado separadamente na montagem do balango.

O termo convectivo é dado pela concentracdo de i multiplicada pela vazao da fase
liquida, sendo esta dltima dada pela velocidade intersticial do liquido (#) multiplicada pela

drea intersticial, que por sua vez € dada por ((A)seccio- €):
Entrada de i por convec¢ao= (1), ((A)seccio- €)- (Ci); (13)
Entrada de i por convecgao= (1)+4;. ((A)seccaor €)- (Ci)er a; (14)

O conceito de dispersdao axial engloba dois fendmenos: A difusdo molecular no
sentido oposto ao sinal do gradiente de concentracdes e a ndo-homogeneidade do fluxo, ou
seja, a difusdo turbilhonar. Ambos os fendmenos sdo representados no coeficiente de
dispersdo axial D, e desta forma, tem-se:

aC,

Entrada de i por dispersdo axial= D, (a_zj (A geeean € (15)

ac,

Saida de i por dispersdo axial= D, (a—
74

j ’ (A)secgdo- £ (16)
z+Az

2.4.2 Analise dos Momentos

Os mecanismos que governam a velocidade de cada enantidmero em atravessar uma
coluna e o espalhamento no leito sdo difusdo, sor¢do, dispersdo axial e vazao ndo ideal.

Com uma cuidadosa escolha dos experimentos e o modelo tedrico apropriado, constantes
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de equilibrio, dispersdo axial e coeficientes de difusdo de poro em colunas podem ser
obtidos a partir de estudos de duas propriedades de elui¢do dos enantidmeros, chamadas de
tempo de retencdo e a variancia. Coeficiente de difusdo, dispersdo axial e constante de
equilibrio podem ser convenientemente obtidas pelo estudo da resposta de um pulso de
entrada em uma coluna, comumente chamada de andlise de pulso. Andlise de pulso, na
forma da equacgdo de altura equivalente para um prato teérico (HETP), tem sido usada para
estudar uma variedade de sistemas cromatograficos (ARNOLD et al., 1985), baseada na

teoria dos momentos estatisticos de Kubin (KUBIN, 1965).

Os calculos dos momentos dos picos por integracdo numérica dos dados
experimentais € propensa a erros. Pequenas quantidades de impurezas, rejeitos ou
mudancas na linha de base do detector podem causar a grandes variagdes no segundo ou
maiores momentos, embora esses erros possam ser diminuidos com a realizacdo de ensaios

com uma maior reprodutibilidade e precisdo (ARNOLD et al., 1985b).

Para solugdes diluidas, a curva de equilibrio sélido-liquido pode ser representada
por uma reta (lei de Henry). A inclinagdo desta reta pode ser determinada a partir do
primeiro momento de um pulso do soluto, o qual € associado ao tempo de reten¢do do
soluto. Pardmetros de transferéncia de massa podem ser obtidos a partir do segundo
momento (MIYABE, K.; SUZUKI, M., 1992). De acordo com (GUIOCHON et al., 2004;
ARNOLD et al., 1985a), por definicdo dos momentos de uma distribui¢do, n-ésimo

7z

momento do perfil de banda na saida do leito cromatografico de comprimento z = L é

(€N

calculado pela Equagdo (17). Esse n-ésimo momento absoluto ou normalizado

apresentado na Equacdo (18) e o n-ésimo momento central de acordo com a Equagao (19).

M, = j clt,z=Ly"dt (17)

th L”dt
0

M,
_ 18
Hy=o = (18)

0 clt,z=L)d

O —y 8
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Por definicdo, o momento zero (o) de um perfil de concentragao de um pico eluente
¢ simplesmente a drea do pico. O primeiro momento de um pico cromatografico (u;) ou
simplesmente (1) € o centro da gravidade do perfil de concentragcdo e estd relacionado ao
tempo de retencao do pico e conseqiientimente 4 for¢a de ligagdo como a forca de equilbrio
e a forca de adsorcdo, escritos conforme Ruthven (1984) pela Equagao (20). O primeiro
momento ird coincidir com o tempo de retengdo do pico somente quando este é simétrico

(ARNOLD et al., 1985a; ARNOLD et al., 1985b).

O segundo momento (u;) € a variagdo do pico, escritos conforme (Ruthven,1984;
ARNOLD et al., 1985b) pela Equacdo (21), o qual estd cromatograficamente relacionado
ao espalhamento do pico, causado pela ndo linearidade das isotermas de adsorcdo,

resisténcia a transferéncia de massa e desvios de equilibrio (WANG; CHING, 2002).

Quando o pico cromatogréfico de elui¢io for Gaussiano, £, torna-se igual a variancia o

(ARNOLD et al., 1985b). Combinando a Equacdo (20) e (21) com a Equacdo (6), temos a
Equacao (22).

U=t =£[e+(1—e)sp]+%° 20)

U

i, = o> —2—L{D—g[s+(1—s)-sp]2+(1—e)-e,,2 -R—{(L+LJH+%— 1)

Uy |u, 15| D, K,R

2 _ _ -2
HETP=2_1 =220 42, (1—‘5)& 1+(1—8j1<}, 22)
tr u e )JK £

m

A constante de equilibrio (Kp) pode ser estimado pelo grafico g vs. L/uy para os
enantidmeros de acordo com a Equacao 22, considerado que a porosidade da particula seja

0,45 de acordo com (RUTHVEN, 1984). O termo K,, ¢ um termo chamado de coeficiente
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global de transferéncia de massa para um modelo de forc¢a linear, relatado para o filme de
fluido e coeficiente de transferéncia de massa da particula. Sabe que a resisténcia a
transferéncia de massa global (1/K,) € composto por 2 mecanismos separados de
transferéncia de massa, resisténcia a transferéncia de massa interno e externo, apresentado
pela Equacgdo (25), onde dp € o diametro da particula, Dp € o coeficiente de difusdo do poro
e Kr € o coeficiente de transferéncia de massa externo. (MA, Z.; WANG, N. H. L., 1997).
De acordo com (CREMASCO et al., 2001), o Dppode ser correlacionado com o coeficiente

de difusdao molecular efetivo (D,,) por Mackie e Meares (1995), Correlagao (26).

te=le, +-0)- -2 )k, ] = @23
u

0

g =e+(-¢)-¢g, (24)

2 d d 2
I __R : L+ > |- % +—2 (25)
K, 15-(1-¢& \D, K,R) 6K, 60¢,D,

P

DP{ £ j-&@é)

2—-¢, Ep

Podem-se diferenciar esses dois mecanismos de resisténcias a transferéncia de
massa por intermédio do nimero de Biot mdssico (Biy), o qual é definido pela Equagao
(27). Biy tendendo a zero, considera-se que o processo que rege a transferéncia de massa
estd situado externamente ao meio onde ha o fendomeno difusivo e a resisténcia interna €
desprezivel em face a externa. Biy tendendo ao infinito, com valores maiores que 50, diz-se
que a resisténcia externa ao fendmeno de transferéncia de massa é desprezivel em face ao
fendmeno difusivo que estd situado externamente ao meio que ha o fenomeno difusivo de

acordo com Cremasco (2009).

_ dP Km

Bi, =
Y DK,

27)
O K; pode ser obtido pela Correlacdo (28) de Wilson e Geankoplis (1996), a qual é

vélida para sistemas liquidos com a limita¢do de que 0,0015< Re <55. Onde Sh, Sc e Re
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sdo os numeros dimensionais de Sherwood, Schmidt e Reynolds. D,, é o coeficiente de
difusdo molecular efetivo, que pode ser estimado pela equacdo de Wilke-Chang, Equagdo
(29) de acordo com (GUIOCHON et al., 1994; ARNOLD et al., 1985b ). O nimero de
Reynolds (Re), o qual é definido pela Equacao (30).

d K, 1 1
v s 19 i Reys (28)
D &

m

Sh =

1

2
D, =74-10" (%J (29)

b

d, €-u (30)
n

Re =
De acordo com a Equagao (29), @ denota o coeficiente de associacdo, o qual leva
em conta a interagdo molecular do soluto-solvente devido a ligacdes de hidrogénio para os
solventes utilizados, considera @ igual a um para solventes organicos. M é a massa
molecular, 4 € a viscosidade dinamica da solucdo, # € a viscosidade cinemética da solugao,

T é a temperatura absoluta e Vj, é o volume molar para o ponto de ebulicio (CREMASCO,

2002).

De acordo com Arnold et al., (1985); Guiochon, Shirazi e Katti (1994), considera-se
que a dispersdo axial resulta de dois mecanismos diferentes, difusdo molecular na dire¢dao
axial e difusdo turbilhonar que é proporcioanal a velocidade do fluido. Como primeira
aproximacao, estes efeitos se somam de forma que o coeficiente de dispersdo seja
representado pela Equacdo (31). Onde, Dy, € o coeficiente de difusdo molecular, yl e y2
sdo constantes que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5 respectivamente (RUTHVEN,
1984), mas de acordo com (ARNOLD et al.,, 1985b), para moléculas muito grandes ou

cromatografia liquida, esse termo € desconsiderado.

D, =yD, +7,du (31)
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2.4.2.1 Grafico de Van Deemter

Uma outra abordagem para estudos de transferéncia de massa de uma coluna para
um determinado soluto é pela equacdo de Van Deemter (ARNOLD et al, 1985a;
GUIOCHON et al., 1994), conforme Equacgao (32).

HETP=A+£+Cu0 (32)
U,

Os termos A, B e C da Equacgdo (32) sao coeficientes empiricos (GUIOCHON,
2002; COLLINS et al., 2006). O primeiro termo A, Equacdo (33), refere-se ao alargamento
dos picos devidos aos caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da amostra, que
descreve o efeito da difusdo turbilhonar. Para minimizar este termo € necessdrio usar
colunas com diametros internos pequenos, bem recheados e particulas com tamanho
pequeno e uniforme. O termo B, Equacgdo (34), estd relacionado com a difusdo molecular
do soluto na fase mével, conhecida como difusdo longitudinal. O aumento da densidade ou
viscosidade da fase modvel provoca uma diminui¢do na difus@o do soluto. O termo C,

Equacao (35), € uma funcao dos efeitos de transferéncia de massa do soluto entre as fases

moveis e estacionarias (COLLINS ez al, 2006).
A=2yd, (33)

B=2y.Dm (34)

C=2 (F—EJ&[I + (1_—€j KP} 2 (35)
£ )K, £
A Figura 9 apresenta o grafico da variagdo do HETP com a velocidade superficial
da fase mével de acordo com a Equacdo (32) de Van Deemter, a qual apresenta trés linhas
com trassados diferentes, sendo um tragado curvo (Linha 1), uma linear (Linha 2) e um
constante (Linha 3). A distancia do eixo da abcissa e Linha 3 do grafico HETP vs. uy
representa o termo A. A distancia entre a Linha 1 e a Linha 2 (parte linear do grafico

HETP vs. uy) representa o termo B/uy e o termo C.uy € representado pela distancia da Linha

3 e Linha.
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HETP {cm)

ideal Velocidae da Fase Movel (cm/min)

Figura 9: 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.

2.4.3 Anadlise da Termodinamica de Adsorc¢ao

De acordo com Rojkovicova et al., (2004); Lindner et al., (2004); Istvan et al.,
(2008) e Lammerhofer, (2010) a separacdo direta de enantiomeros € baseada na formacao
de complexos diastereoisoméricos reversiveis, criados por interacdes intermoleculares dos
enantidmeros com o seletor quiral. Esse processo pode ser caracterizado por parametros
termodindmicos (AG°, AH° e AS°) (LEHOTAY et al, 2004; WENG et al., 2008;
LAMMERHOFER, 2010). O processo de equilibrio entre o seletor quiral e o analito pode
ser explicado pelo balango de energia dos seus estados complexados e livres,
freqlientemente estudados com base em consideragdes termodinamicas. A constante de
equilibrio ou fator de retencdo (K) do analito e o seletor quiral quantificam a forca de
ligacdo entre o seletor quiral e o enantiomero. Essa for¢a de ligacdo pode ser relacionada

com a variacdo de energia livre de Gibbs (AG®), a qual é composta por contribui¢des de
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entalpia (AH®) e entropia (AS°) em um processo em equilibrio (WENG et al.,, 2008;
LAMMERHOFER, 2010).

Essas contribuicdes de AG°, AH® e AS°® podem ser estimadas a partir de uma qtil
aproximacao através do grafico de Van’t Hoff e obtendo os aspectos dos mecanismos de
retencao e discriminacdo dos enantiomeros em fases estaciondrias quirais (LINDNER et al.,
2004; WENG et al., 2008; LAMMERHOFER, 2010). De acordo com o método de Van’t
Hoff, se a fase estaciondria nao altera em conformacao, a variacdo de In k vs. 1/T deve ser
uma correlac@o linear com inclinagdo igual a AH®/R e interseccdo igual a AS°/R + In @,
permitindo o célculo dos pardmetros termodinamicos na transferéncia global do soluto da
fase mével para a fase estaciondria (WENG et al., 2008; LAMMERHOFER, 2010). Esse
entendimento permite contribuir para modificacdes das condicdes operacionais na
separacdo dos enantidmeros e da propria fase estacionaria (BERTHOD; HE; BEESLEY,
2004).

O beneficio de ligacdes fortes dirigidas por ligacdes intermoleculares mensuradas
por variacdes de entalpia (AH®) do processo de complexacdo entre o seletor quiral e o
analito é usualmente valido por um aumento da ordem ou diminuicdo da desordem dos

complexos formados (LAMMERHOFER, 2010).

As variacdes na energia de Gibbs (AG®) na transferéncia do soluto entre as fases
moveis e estaciondrias sdo expressas pela Equacdo (36). A dependéncia da retengdo
cromatografica do soluto em relacdo a temperatura € usualmente expressa em termos do
fator de retencdo k através da Equacdo (37), onde AG® é a energia molar de Gibbs do
soluto, AH® e AS° sdo a entalpia e entropia de transferéncia do soluto a partir da fase
movel para a fase estaciondria, respectivamente, T € a temperatura absoluta, R a constante
dos gases e ® a propor¢do de fase (CHEONG et al., 2004; WENG et al, 2008;
LAMMERHOFER, 2010).

AG =AH®°—-TAS°=—RT 11{%} (36)

nk=-2C" fjng=_AH" A5 s B0 Agx 37
RT RT R RT
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Diferentes interagdes entre os dois enantiomeros € a fase estaciondria podem ser
expressas como a diferenca em energia molar para os dois enantidomeros, calculadas a partir
do fator de separacdo (a) através da Equacdo (38) de acordo com Kiisters e Spondlin
(1996); Weng et al., (2008). O gasto de energia para o processo de dessolvatacdo € idéntico
para os enantidbmeros de um composto quiral, enquanto que para o processo de
ressolvatagdo, depois da formacdo de complexos de diastereoisomeros podem ser
energeticamente distintos, provando que um componente é mais fraco num processo global

de reconhecimento quiral (LAMMERHOFER, 2010).

_AAG® | AAH®  AAS?
RT RT

Ina= (38)

Utilizando os dados cromatograficos de separacdao dos enantidmeros e fazendo o
grifico de Van’t Hoff, se tivermos uma correlacdo linear na faixa de temperatura
pesquisada, o correlativo parametro termodindmico € independente da temperatura e
podemos obte-lo a partir da inclinacio e a interse¢cdo da linha reta do grafico. A
caracteristica linear também sugere que a conformacgao da fase estaciondria quiral ndo muda
dentro dessa faixa de temperatura. Os parametros termodindmicos derivados pelo grafico de
Van’t Hoff sdo aparentemente, ndo intrinsecos, onde as interacdes enantioseletivas para os
sites de adsor¢do quiral e interacdes nao enantioseletivas para sites de adsorcao aquiral ndo

podem ser separadas utilizando esse método (WENG et al., 2008).

Normalmente a contribuicdo da entalpia é mais efetiva, uma vez que os dois
complexos diastereoisoméricos diferem no nimero de interacdes (duas ou trés). Algumas
vezes, porém, o que predomina € a grande diferenca na entropia de formagao dos dois
complexos, situacdo que ocorre, por exemplo, quando hd uma considerdvel diferenca no
nimero de moléculas do solvente que participam da formacao dos dois complexos. Em am-
bos os casos, quando ha predominédncia da entalpia ou da entropia, ocorre discriminacio
quiral. Entretanto, hd uma temperatura especifica onde a entalpia e a entropia se anula.
Nesta temperatura ha formacdo dos complexos diasteroisoméricos e, portanto,
reconhecimento quiral, mas ndo ocorre discriminacdo dos enantidmeros. Para que haja
discriminacdo quiral sdo necessdrias temperaturas maiores ou menores do que esta

temperatura especifica (LOURENCO et al., 2010).
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Weng et al., (2008) cita que a separacdes enantioméricas obtidas com os valores de
AAH°® e AAS° negativos indica que a entalpia coordena a enantiosseparacdo, enquanto
valores positivos indica que a entropia coordena a separa¢do. Uma andlise de AH® pode ser
feita considerando que seu valor significa o calor de adsorcao, mensurada pela varia¢do de
entalpia no processo global de adsorcdo. A retencdo dos enantiomeros em CLAE na
maioria das vezes ¢ dominada por processos de adsorcao que sdo dirigidas por interagcdes
covalentes (geralmente tipos eletrostiticos). Na maioria dos casos, ocorre também uma
oposi¢do a efeitos entrépicos (desestabilidade), conhecida como efeito de compensagao.
Isto pode ser prontamente explicado pelo aumento da ordem ou perda do grau de liberdade
e assim perda da entropia do estado complexado (adsorvido). Uma ampla variedade de
diferentes em sistemas fases estaciondrias quirais-analitos-fase movel tem mostrado que na
maioria dos casos a calor de adsor¢do sdo negativos (reagdes exotérmicas), uma situagao
que usualmente torna evidente em um decréscimo na retengdo com o aumento da
temperatura. Além disso, retencao e reconhecimento quiral em fases estacionarias quirais €
usualmente controlada entalpicamente, onde |AH°|>|AS°| e |AAH®|>|AAS®|. Contudo, um
comportamento oposto chamado adsorcdo controlada entropicamente, onde a
enantioseletivadade é melhorada com o aumento da temperatura, tem sido observada em

varios casos (LAMMERHOFER, 2010).

Estudos termodinamicos podem render valiosas informagdes a respeito da
contribuicdo da entalpia e entropia na retencdo e separagdo quiral. Essas quantidades
termodindmicas sdo entidades macroscOpicas, as quais ndo fornecem informagdes
microscOpicas detalhadas a respeito de contribuicdes de grupos estruturais individuais ou
tipos de interacdo envolvendo em eventos de ligacdo do seletor quiral e seletor responsavel
pelo reconhecimento quiral. Para este propdsito, métodos espectroscépico como RMN
(ressonancia magnética nuclear), difracdo de raio X por cristalografia bem como
modelagens moleculares tem sido proposto. Estas abordagens termodinamicas extras sao
outros meios de estudar como as fases estaciondrias estdo retendo solutos quirais e obter

diferencas microscépicas entre os enantiomeros (LAMMERHOFER, 2010).
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2.5 Fmoc-POAC

O Fmoc-POAC, (9-fluorenilmetiloxicarbonil)-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil-4-
amino-4-4cido carboxilico, ¢ um marcador de spin do tipo f-aminodcido formado com a
juncdo da estrutura 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-carboxilico (POAC), um
derivado de radicais livres de nitréxido TEMPO (2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi),
patente [EPM-5, Patente PI 9903137-0(1999)], com o protetor Fmoc (TOMINAGA et al.,
2001), apresentado na Figura 12. Estudos iniciais de difracao de raio X indicaram apenas a
presenca de configuracdo trans para este marcador molecular, apresentado na Figura 10
Restando, portanto, também a desafiadora separacio do enantiomero 3S4S e 3R4R,

(TOMINAGA et al., 2001; WRIGHT et al., 2003; WRIGHT et al., 2008).

2-Q

—_—

Fmoe-HN®  “COOH

o-
>(i\/< i (+)-(3R.4R)
Fmoc-HN  'COOH )
(t)-trans ?
X

Fmoc-HN’ COOH

(-)-(35.45)-4

Figura 10: Estruturas estereoenantioméricas do composto Fmoc-POAC

O Fmoc-POAC pode ser inserido em peptideos como angiotensina II (AII,
DRVIHPF), abrindo portas para muitos estudos e aplicacdes quimicas e bioldgicas desse [3-

aminodcido, incluindo investigacdes estruturais (TOMINAGA et al., 2001).

O Fmoc-POAC e POAC sio capazes de reagirem e ser acoplados com grupos amino
e carboxilicos presentes em macromoléculas como peptideos. Apresentam propriedades

paramagnéticas e facilmente detectadas por ressondncia paramagnética de elétrons ou
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outros métodos de espectroscopia como fluorescéncia e NMR. Esses compostos
apresentaram caracteristicas que superaram a utilizacdo de outro marcador de spin até entdao
utilizado, (4-amino-1-axil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-3-acido carboxilico), chamado de

TOAC (NAKAIE et al., 2001).

2.5.1 Aminoacidos

Um grande nimero de aminoécidos sdo encontrados na natureza na sua forma livre
ou como constituintes de outras biomoléculas como, peptideos, proteinas, coenzimas e
hormonios. Aminodcidos ndo protéicos sdo aqueles que ndo sdo encontrados em proteinas e
originados durante a biosintese protéica, os quais sao usados como blocos construtores para
a sintese de andlogos de peptideos biologicamente ativos, antibidticos, hormonios e

inibidores enzimaticos (BRUSHAN et al., 2009).

A sintese de P-aminodcidos, possuidores de radical livre de nitréxido, é utilizada
para obter ou preparar blocos construtores de andlogos de peptideos biologicamente ativos
modificados, também chamados de marcadores de spin, os quais sdo utilizados para a
determinagdo de estruturas finas de receptores (CORVAJA et al., 2000; STEER et al,
2002; LANGER er al., 2002; PETER er al., 2003; WRIGHT et al., 2008). A sintese desse
tipo de composto tem sido assunto de muitos esfor¢os na drea de sintese organica,
particularmente depois que foi demonstrado que seus oligdbmeros podem dobrar em
conformacgdes helicoidais estdveis e serem utilizados em estudos de caracterizagdo de
peptideos através das técnicas de RMN, RPE e cristalografia de raio X (PETER er al.,
2003; GADEMANN et al., 2003).

Existem poucos relatos na literatura de aminoacidos marcadores de spin. Até no ano
de 2001, somente o marcador de spin TOAC (2,2,6,6-tetrametilpiperridina-N-oxi-4-amino-
4-acidocarboxilico) tinha sido usado com sucesso em marcacdes de seqiiéncia de peptideos
para estudos de conformacao bioldgica. Devido a limitagdes do aminodcido TOAC, como
problemas de marcacdo interna dos peptideos e baixa nucleofilicidade, foi sugerido o

marcador de spin POAC (2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-4cido carboxilico)
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e a utilizacdo de um protetor da funcdo amina Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonila)

acoplado nesse marcador (TOMINAGA et al., 2001; WHIGHT et al., 2003).

Grande parte dos sistemas biologicos de interesse ndo apresenta centros
paramagnéticos, tornando-se necessdrio a utilizacdo de sondas paramagnéticas, usualmente
conhecidas como marcadores de spin. Estas sondas sdo amplamente empregadas devido a
grande a sua grande sensibilidade do espectro de RPE a sua mobilidade, bem como
extraordindria estabilidade quimica do fragmento paramagnético (radical nitréxido), mesmo

submetido em condi¢des extremas de pH e temperatura (SALMON et al., 2007).

De acordo com as caracteristicas do Fmoc-POAC que permite sua inser¢do em
qualquer posi¢do na seqiiéncia de peptideos (TOMINAGA et al., 2001; SCHREIERet al.,
2004), sua aplicagdo em estudos bioldgicos com o peptideo angiotensina II (A,
DRVYIHHPF), um hormdénio vasoativo envolvido em vérios processos fisioldgicos que
tem sido ativamente investigado ao longo das udltimas quatro décadas para determinar a
relacdo entre sua estrutura e sua funcdo biolégica (NAKAIE et al., 2002; VIEIRA et al.,
2009). Outro peptideo vasoativo que pode se aplicar o Fmoc-POAC para esses estudos
conformaionais e sua funcao bioldgica € a bradicinina (BK, RPPGFSPFR) (REGOLI et al.,
1980; NAKALIE et al., 2002). Ambos os peptideos All e BK desempenham papel relevante
na geracdo de anomalias cardiovasculares e a marcacdo de suas estruturas com 0 composto
Fmoc-POAC pode ser de grande valor para obter dados conformacionais por ressonancia
paramagnética de elétrons (RPE), fluorescéncia e outras espectroscopias das suas estruturas

(WILSON, 2000).

A estrutura dos peptideos e suas flexibilidades sdo de interesse para a bioquimica para
entendimento preciso dos fatores e fendmenos que coordena um peptideo a adotar certa
estrutura e interagir com outros peptideos, proteinas e membrana das células. As
ferramentas utilizadas para estudar essas caracteristicas podem ser ressonancia magnética
nuclear (RMN), cristalografia de raio-X e recentemente ressoniancia paramagnética de
elétrons (RPE), também conhecida de ressonédncia de spin de elétrons. Dessas técnicas de
espectroscopia vidveis para a investigacdo da conformacgdo, dinamica de peptideos e
estudos de sistemas bioldgicos, a ressonancia paramagnética de elétrons (RPE) tem sido
usada por uma extensdo considerada (SCHREIER et al., 2004; SALMON et al., 2007). A
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RPE tem apresentado mais vantagens em relagdes as outras técnicas por ser mais sensivel,
além de poder ser feita em solu¢do ou em sélidos, obtendo um espectro em tempo real para

uma resolucdo de 1 milissegundo (WILSON, 2000; UCCELLO-BARRETTA et al., 2010).

Essas técnicas de espectroscopia sdo ferramentas que funcionam como
quantificadores da energia requerida para virar um spin de uma particula na presenca de
um campo eletromagnético, exceto que a particula a ser estudada ndo tenha ja este spin
virado, no caso de elétrons desemparelhados. Embora qualquer entidade quimica com um
elétron desemparelhado (tal como um radical) pode dar origem a um espectro de RPE, uma
fonte de elétrons desemparelhados usada em freqiientes investigacdes de RPE, chamada de
marcadores de spin, sdo os nitroxidos ou metais. Esses marcadores de spin sdo fixados em
moléculas a serem estudadas (WILSON, 2000). Com a fixac@o desses marcadores de spin
em peptideos e a utilizagao das técnicas de RMN, cristalografia de raio-X ou ressonancia
paramagnética de elétrons (RPE), pode-se quantificar distancias e orientacdes entre cadeias
de aminodcidos (WILSON, 2000; KOLEV et al., 2010). Esses fatores explicam porque os
radicais nitroxido, desde o seu desenvolvimento hda mais de 30 anos tem sido uma
importante ferramenta em muitos estudos de biofisica, especialmente de membranas e
peptideos (SALMON et al., 2007). Embora a estrutura de peptideos em trés dimensdes tem
sido determinadas ao longo das décadas passadas, cristalizacdo de peptideos € ainda um
maior obstaculo para trabalhos de difracdo de raio X devido a presenga de centros quirais

(KOLEV et al., 2010).

2.5.2 Marcadores de spin

O composto POAC (, descrito inicialmente por Rassat & Rey (1967) na sua forma
racémica, ¢ um marcador de spin do tipo S-aminoicido, contendo uma estrutura
pirrolidinica, um radical livre nitr6xido, um grupamento aminico no C3 e carboxilico em
C4. Compostos com radicais livres estdveis de nitroxido como POAC siao de continuo
interesse para usd-los como marcadores moleculares em estudos de conformagdo e
mobilidade estrutural de sistemas bioldgicos, além de armadilhas de elétrons de radicais e
como agente oxidantes (COLUMBUS et al., 2002; NAKAIE et al., 2002; WRIGHT et al.,
2003; WRIGHT et al., 2008). De acordo com a Figura 11, nota-se que este composto
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apresenta dois carbonos assimétricos (Cz e Cy4), dificultando, portanto, a viabilidade do seu
emprego, ja que sempre haverd uma mistura racémica com 4 componentes. Felizmente,
estudos de difracdo de raio X indicaram apenas a configuracdo frans para este marcador,
restando portanto a desafiadora separacdo dos enantidmeros 3S4S e 3R4R (TOMINAGA et
al., 2001).
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Figura 11: Estruturas estereoenantioméricas do composto POAC

Para viabilizar a sua introdu¢do em cadeias peptidica, foi necessdria a protecdo de seu
grupamento aminico com o protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc), gerando,
portanto, o produto inédito, marcador de spin e derivado de aminoacido denominado Fmoc-
POAC (TOMINAGA et al., 2001, patente EPM-5, PI 9903137-0, 1999), permitindo sua
inser¢do em qualquer posicdo na seqiiéncia de peptideos (TOMINAGA et al, 2001;
SCHREIERet al., 2004).

O Fmoc-POAC possui diferentes grupos funcionais que podem ser dissociados como
hidroxila, amina e carboxilas. Compostos com essas caracteristicas apresentam variagao nas

suas estruturas de acordo com o pH onde estdo diluidos, levando a caracteristica de que o
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pH do tampao governa a carga dos analitos a serem separados. A eletromigracdo dos
seletores quirais oposta a dire¢io do analito é entendida como benéfica para a
enantiosseparacdo desde que aumente a migra¢do dos enantidmeros livres em dire¢do ao
seletor quiral para a formag¢do dos complexos enantioméricos (PROKHOROVA et al.,

2010).

O primeiro trabalho existente na literatura a respeito da marcagdo de peptideos com
enantidmeros enriquecidos de f-aminodcidos foi publicado por Wright et al., (2010). Esses
autores tiveram como resultado a excelente marcagao de f-hexapeptideos protegidos com
POAC além de afirmarem que esse composto € um marcador de spin com 6timos resultados
para estudos de conformacdo helicoidais em aminoédcidos marcados duplamente. Todas as
marcagdes nos peptideos utilizando a forma enriquecida do POAC foram feitas com o

enantidmero (3R,4R).

2.5.3 Separacio Enantiomérica do Fmoc-POAC

A separagdo dos isdmeros enantioméricos de aminodcidos ou moléculas contendo
centros quirais tem atraido intenso interesse dentro das industrias farmacéuticas nas ultimas
décadas e a longo tempo dentro dos estudos bioquimicos (ILISZ et al., 2008). Compostos
quirais como Fmoc-POAC podem apresentar diferencas estereoseletivas significativas
quanto a poténcia, toxidade, absorcdo e metabolismo (REKOSKE et al., 2001; ORLANDO
et al, 2007, PEREZ-FERNANDEZ et al, 2010; LAMMERHOFER, 2010 ). A
possibilidade de se isolar as formas enantioméricas do Fmoc-POAC ¢é essencial para a
utilizacdo desse composto (PEREZ-FERNANDEZ et al., 2010) como marcador de spin na
realizagdo dos estudos de estrutura peptidica (WILSON, 2000), pois a investigacdo da
farmacocinética e atividades fisioldgicas, toxicologicas e metabolicas de ambos os
enantidmeros € nescessdria antes do seu uso em atividaes bioquimicas-clinica (YASHIMA,

2001).

Wright et al., (2003) obteve pela primeira vez ambos enantiomeros do Fmoc-POAC
em um estado enriquecido, representando um foco para mais investigacdes como um

método geral para a separacdo desses [-aminodcidos. Através de uma separacdo
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cromatogrifica quiral pelo método indireto, os enantiomeros foram separados pela
formacdo de ésteres de binaftol, mas a configuragdo completa dos enantidmeros do Fmoc-
POAC nao foi obtida porque ndo consegui cristalizar seus enantiomeros enriquecidos. A
caracterizacdo foi baseada na configuracao absoluta dos enantiomeros ésteres de binaftol,
os quais foram cristalizados, caracterizados e extrapolados sua configuracdo para os
enantidmeros do Fmoc-POAC depois da retirada do binaftol. Estudos posteriores sugeriram
a viabilidade de separacdo em coluna quiral do Fmoc-POAC, mas apenas em condicdes de
CLAE analitica em coluna de fase reversa. Petér et al., (2003) apresentou a separagao
enantiomérica do Fmoc-POAC em uma coluna de fase reversa de celulose tris-(3,5-
dimetilfenilcarbamato) da Chiralcel® (OD-RH), em diferentes fases moéveis. Esses autores
obtiveram como melhor resultado a resolu¢do de 1,11 na fase mével composta de solugao
aquosa de 0,1 M de KPFg e acetonitrila na proporcao de 80:20 (v:v), temperatura de 30°C,
vazdo de 0,5 mL/minuto e deteccdo de 265 nm, apresentado na Figura 12. Esses autores
afirmaram que o fator de retencdo diminui com o aumento do conteido orginico
modificado. A aplicacdo da solucdo aquosa de KPFg na fase mével melhorou a separagao
dos enantidmeros. Com o aumento da concentracao salina, o fator de reten¢do diminui e
resulta geralmente em uma melhora nas formas do pico e uma melhora na sua resolugdo. A
diminui¢do da temperatura da coluna ou da vazdo resultou em pequenos efeitos na

resolu¢do no componente Fmoc-POAC.
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Figura 12: Cromatograma de separacdo dos enantiomeros Fmoc-POAC em coluna de fase
reversa de celulose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) da Chiralcel® (OD-RH), com particulas
de 5 um, tamanho de 150mm x 4,0mm; temperatura de 30°C, vazdo de 0,5 mL/minutos,
deteccao de 265 nm e fase moével composta por solucdo salina de 0,1 M de KPFs e

Acetonitrila na proporcao de 80:20 (v:v).

Peter et al.,(2003) concluiu que uma melhora significativa foi alcancada na
separacdo dos componente quirais do composto POAC com a utilizacdo do Fmoc
protegendo o esse P-aminodcidos, afirmando a importancia da interacdo do grupo
fluorenilmetiloxicarbonil como ligante selectante e o grupo tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato)
como seletor no mecanismo de reconhecimento quiral. Com a utilizacdo do Fmoc
protegendo o POAC, ocorreu um aumento da interagdo entre o seletor e selectante, quase
resultando em separacdes em base de linha. Esses autores também realizaram ensaios com a
coluna quiral de Celulose tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) da Chiralcel® (OD-H) de fase
normal, a qual utiliza o mesmo seletor da coluna Chiralcel OD-RH, mas sua aplicacdo € de
fase normal. Foram obtidos nos ensaios cromatograficos picos nao resolvidos dos
enantidmeros com a fase mdvel composta por hexano e isopropanol em diferentes

proporg¢oes.
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Wright et al., (2008) obteve a separacdo quiral do trans-Fmoc-POAC por outros
métodos indiretos de separacdo, além daqueles ja publicados Wright et al., (2003), mas
seguindo a estratégia da formagdo de ésteres de binaftol. Foi feita a primeira completa
caracterizacdo do Fmoc-POAC através do dicroismo circular e difracdo de raio X. Esses
autores afirmaram que o enantiomero Fmoc-POAC-Binaftol (-) (3R, 4R) teve uma

solubilidade sensivelmente pobre em solventes apolares em relacdo ao enantiomero Fmoc-

POAC-Binaftol (+) (3S, 4S).
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3. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma avaliagdo experimental da enantiosseparagdo do marcador de spin
Fmoc-POAC  (9-fluorenilmetiloxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-N-oxil-3-amino-4-
acido carboxilico) em coluna quiral de escala analitica e semipreparativa, em fase

estaciondria normal e reversa por eluicdo isocrética.

3.1 Materiais

3.1.1 Fmoc-POAC

O marcador de peptideos Fmoc-POAC foi sintetizado no Departamento de Biofisica da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) e encaminhado para o laboratério de
Bioseparagdes da Faculdade de Engenharia Quimica - FEQ - UNICAMP.

3.1.2 Composto Inerte

O composto 1, 3, 5-terc-butil-benzeno (Sigma-Aldrich), conhecido como TTBB, foi
o composto inerte utilizado, utilizado para determinar a porosidade total das colunas de
FEQs, devido ao seu poder de penetrar por todos os intersticios da coluna e das particulas,
sem haver resisténcia a transferéncia de massa ou interagdo com a fase estaciondria
(SANTOS et al., 2004; WANG et al., 2002). A estrutura quimica do referido composto é

mostrada na Figura 13.

g
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Figura 13: Estrutura quimica do 1, 3, 5—terc-butil-benzeno (TTBB)
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3.1.3 Fase Estacionaria

As colunas cromatogréficas e fases estaciondrias utilizadas na pesquisa foram:

1) Coluna analitica da Chiralcel® de fase reversa, com particulas de 5 um, tamanho de
150x4,6 mm, OD-RH, contendo a fase estaciondria tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de

celulose.

i1) Coluna analitica da Phenomenex® de fase normal, com particulas de 5 um, tamanho
de 250x4,6 mm, Lux Cellulose-2, contendo a fase estacionaria tris-(3-cloro-4-

metilfenilcarbamato) de celulose.

iii)  Coluna semipreparativa da Chiralcel® de fase normal, com particulas de 20 pm,
tamanho de 150x10 mm, OD, contendo a fase estacionaria tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato)

de celulose.

1v) Coluna semipreparativa da Chiralcel® de fase reversa, com particulas de 5 pm,
tamanho de 250x21 mm, OD-RH, contendo a fase estaciondria tris-(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose.

3.1.4 Solventes e fase movel

Os reagentes usados nos ensaios foram: Acetonitrila (MeCN), J. T. Baker (Xalostoc,
Estados Unidos); 1,3,5-Tri-ter-butyl-benzene (TTBB), Aldrich (Steinheim, Alemanha); n-
hexano, J. T. Baker (Xalostoc, Estados Unidos); isopropanol, J. T. Baker (Xalostoc,
Estados Unidos); Trietilamina, Sigma-Aldrich, (St. Louis-MO, Estados Unidos); Acido
acético, Sigma-Aldrich, (St. Louis-MO, Estados Unidos). Apds preparadas as fases moveis,
estas foram filtradas em membrana de 0,45 Millipore e acondicionadas em frascos lacrados.
Solugdes aquosas usadas em colunas de fase estaciondria reversa foram preparadas com
agua Milli-Q, filtrada em membrana 0,45 pm, tipo FHLC04700, Millipore (Sdo Paulo,
Brasil). Os eluentes foram degaseificados em banho de ultra-som por um tempo de 15

minutos.
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O tampao de acetato de trietilamonio (TEAA, 0,1%) foi preparado por titulacdo de
0,1% (v/v) de solucdo aquosa de 0,1% de trietilamina (TEA) e titulada com acido acético

até o pH no valor de 3,5.

3.1.5 Aparelhagem Experimental

A obtencdo de parametros cromatograficos através de experimentos de separacdo

enantiomérica foram realisados nos seguintes equipamentos:

1) Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), composto por
duas bombas ( modelo LC-20 AT e LC-10AD, Shimadzu), dois detectores ( modelo SPD-
20A da Shimadzu e CD-2095 Plus da Jasco) e um sistema de aquisicio de dados

computadorizado (software LCsolution) para ensaios analiticos.

i1) Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (modelo 2695,
Waters), detector ( modelo 2489, Waters) e um sistema de aquisicdo de dados

computadorizado (software Empower-Pro) para ensaios analiticos e semipreparativos.

iii) Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (modelo DELTA
600, Waters), detector ( modelo 2487, Waters), controladora (modelo DELTA 600, Waters)
e um registrador de aquisi¢do de dados (modelo Servogor 124, Kipp & Zonem) para

ensaios semipreparativos.

Para a confirmacao da separacdo dos enantiomeros do Fmoc-POAC foi utilizado um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em série com um
espectrofotometro de massa (EM). O equipamento CLAE foi composto por mdédulo de
separacdo (modelo €2695, Waters), detector ( modelo 2489, Waters) e um sistema de
aquisicdo de dados computadorizado (software Chromatogram). O equipamento EM
(modelo 3100, Waters). Para a realizacido do espectro de absorbancia da amostra de Fmoc-
POAC na fase movel foi utilizado um espectrofotdometro (GENESYS), usando o software
visionlite-scan. A Figura 14 ilustra um dos sistemas cromatografico utilizado no presente

trabalho.

54



Materiais e Métodos

Serpentin

Bomba

aencamisada

Banho Termostatico
Detector

Faze Mdvel

:1
o L
Detector Dicroismo circular‘. £ ;
.

Figura 14: Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia

3.2  Metodologias

3.2.1 Analise de resposta do sistema de detec¢cio

Foi feita uma leitura da absorbancia da amostra em varios comprimentos de onda,
chamada de leitura de varredura, para obter qual o maior comprimeto de onda de

absorbancia do composto Fmoc-POAC.

3.2.2 Definicao da fase mével

Inicialmente realizou-se uma averiguagao sobre as fases moveis recomendadas para
serem utilizadas nas fases estaciondrias em questdo. As recomendacdes foram obtidas no

manual fornecido pelo préprio fabricante das colunas utilizadas.
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Nas colunas analiticas e semipreparativas de fase estaciondria reversa OD-RH,
utilizou como fase movel o solvente acetonitrila e a solu¢do aquosa de 0,1% de TEAA, com

o pH ajustado em 3,5.

Nas colunas analiticas e semipreparativas de fase estaciondria normal, conhecidas
como Lux Cellulose-2 e OD, utilizaram-se como fase modvel os solventes hexano e

isopropanol.

Prepararam-se soluc¢des padroes de Fmoc-POAC numa concentragdo de 0,5 mg/mL
e 1,0 mg/mL, solubilizadas nas respectivas fases moveis: hexano/isopropanol e
acetonitrila/TEAA com pH 3,5. Foram realizados inje¢des de 20 uL das solu¢des de Fmoc-
POAUC, verificando-se as resolu¢des dos picos cromatograficos e tempos de retengdo para
diferentes proporcoes de fases méveis. Os cromatogramas foram visualizados na regido do
ultravioleta, com comprimento de onda de 265 nm nas colunas de fase normal e 220 nm nas

colunas de fase reversa.

3.2.3 Parametros Cromatograficos, transferéncia de massa e termodinamicos

Com a defini¢do dos solventes a serem utilizados nas colunas em questdo, foi
avaliado as possiveis fases mdveis capazes de realizar a separa¢do enantiomérica do Fmoc-

POAC, variando a propor¢ao de solvente.

Os parametros cromatogrificos foram avaliados de acordo com Cass & Degani,
(2001) e Collins; Braga; Bonato, (2006). Os parametros de transferéncia de massa foram
calculados de acordo com Ruthven, (1984), Arnold et al., (1985a), Arnold et al., (1985b),
Guiochon, (1994) e Cremasco et al., (2001). Os parametros termodinamicos foram
calculados de acordo com Cheong et al., (2004), Weng et al.,, (2008) e Limmerhofer,
(2010).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta sessdo serdo apresentados os resultados dessa pesquisa a partir dos experimentos
realizados no Laboratério de Bioseparagdes da Faculdade de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, além de um estudo sobre os fendmenos

que interferem no processo de elui¢do dos enantiomeros no leito fixo empacotado.

4.1 Coluna de Fase Normal

Foram estimados os parametros cromatograficos de separagdo enantiomérica,
efeitos de transferéncia de massa e termodinamicos do marcador molecular Fmoc-POAC
em coluna analitica quiral Lux Cellulose-2 (Phenomenex®) de fase estaciondaria normal
composta de tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose. Uma aplicacdo dessa
separacdo cromatografica analitica foi feita em escala semipreparativa com a coluna quiral
OD (Chiralcel®) de fase estaciondria normal composta de tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato)

de celulose.

4.1.1 Analise de Separacao Cromatografica do Fmoc-POAC

Os eluentes utilizados nessa coluna foram hexano e isopropanol em diferentes
propor¢des (v/v) através da eluicdo isocrdtica, procurando uma maior resolu¢cdo dos picos
do Fmoc-POAC, vazdao de 1,0 mL/min e injecdo de 20uL. A deteccdo foi realizada no
comprimento de onda de 265 nm de acordo com o espectro de varredura feito para obter o
comprimento de onda que ocorre a maior absorbancia do componente Fmoc-POAC na fase
movel utilizada. Os resultados médios obtidos em andlises em duplicata para a separacio
cromatogréifica nessas condi¢des estdo apresentados na Tabela 4 e nos cromatogramas da

Figura 15 e 16.
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Tabela 4: Tempo de retencao (tr), fator de separacao (o), fator de retencdo (K) e resolugao
(Rs) para a separacdo enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC em diferentes
fases moveis pela coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), indices de 1 e 2 para o primeiro e

segundo enantidmero, respectivamente.

Hexano:Isopropanol

(v:v) ki Ir2 a K, K, R,
10:90 10,141£0,005 11,968+0,005 1,476+0,001 0,61+£0,001 0,90+£0,001 2,95+0,105
20:80 10,096+£0,028 11,657+0,035 1,44+0,001 0,59+0,004 0,85+0,006 2,85+0,019
30:70 9,888+0,007 11,200+£0,005 1,36+0,001 0,57+£0,001 0,780,001 2,36+0,004
70:30 5,267+0,013  6,189+0,036 1,436+£0,008 0,67+£0,004 0,960,011 2,912+0,160
80:20 5,357+0,006  7,633+0,074 2,032+0,028 0,70+£0,002 1,42+0,024 6,758+0,100
90:10 6,103+£0,009 13,982+0,004 3,67+0,013 0,94+0,003 3,44+0,001 18,40+0,031

De acordo com Collins et al., (2006), para valores de Rs > 1,5, indicam uma
separacdo completa dos compostos em uma coluna cromatografica. Analisando os
resultados deste estudo, Tabela 4, todas as fases modveis utilizadas nessa pesquisa
realizaram uma completa separagcdo quiral dos enantiomeros do composto Fmoc-POAC na
coluna analitica Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), com destaque para a fase moével 90:10

(v/v) de hexano e isopropanol, com uma resolucao de 18,40+0,031.

De acordo com a Tabela 4, considerando a propor¢do predominante de isopropanol
em relacdo ao hexano na fase movel, ensaios 10:90, 20:80, 30:70, pode se observar que
ocorreu a diminui¢do dos seguintes parametros cromatograficos, tempo de retencdo (tg), 0
fator de seletividade (a), fator de retencdo (k) e a resolucdo (Rs) a medida que diminui a

fracdo massica do isopropanol na fase mével.

Para propor¢des predominante de hexano em relacdo ao isopropanol, ensaios 90:10,
80:20, 70:30, pode se observar que ocorreu o aumento dos seguintes parametros
cromatograficos, tempo de retengdo (tr), o fator de seletividade (o), fator de retencao (k) e a
resolucao (Rs) a medida que diminui a fracdo madssica do isopropanol. A Figura 15 e 16
apresentam os cromatogramas da separacdo quiral do Fmco-POAC em diferentes fases

moveis.
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Coluna Lux Cellulose-2 (250 x 4,6 mm)

Vazéo: 0,5 mL/min

Fase mével: 10% de hexano e 90% de isopropanol
Comprimento de onda: 265 nm

Temperatura: 27 + 2C
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Coluna Lux Cellulose-2 (250 x 4,6 mm)

Vazao: 0,5 mL/min

Fase moével: 20% de hexano e 80% de isopropanol
Comprimento de onda: 265 nm

Temperatura: 27 + 2C
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Coluna Lux Cellulose-2 (250 x 4,6 mm)
Vazé&o: 0,5 mL/min
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Figura 15: Cromatogramas de separacdo do Fmoc-POAC na concentraciao de 0,5 mg/mL,

injecdo de 20 uL, em coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), eluidos na fase mével 10% de

hexano e 90% de isopropanol (A), 20% de hexano e
hexano e 70% de isopropanol (C).

80% de isopropanol (B), 30% de
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Coluna Lux Cellulose-2 (250 x 4,6 mm)
Vazao: 1,0 mL/min
Fase mével: 70% de hexano e 30% de isopropanol
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Coluna Lux cellulose-2 Phenomenex (250 x 4,6 mm)
Vazéo: 1,0 mL/min
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Figura 16: Cromatogramas de separacao do Fmoc-POAC na concentracdo de 1,0 mg/mL,

injecdo de 20 uL, em coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), eluidos na fase mével 70% de

hexano e 30% de isopropanol (A), 80% de hexano e 20% de isopropanol (B), 90% de

hexano e 10% de isopropanol (C).
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De acordo com os resultados da separacdo enantiomérica do marcador molecular
Fmoc-POAC na coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm) de fase estacionaria normal
composta de tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose, apresentados na Tabela 4, foi
observado que todas as diferentes fases mdveis compostas por hexano e isopropanol
utilizadas nessa pesquisa resultaram em uma boa separacdo quiral. As estruturas quimicas
do analito quiral em estudo, os solventes da fase moével e os componentes da fase

estaciondria foram apresentados na Figura 17.
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Tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) em celulose

Figura 17: Estrutura quimica dos compostos Fmoc-POAC, isopropanol, tris-(3-cloro-4-

metilfenilcarbamato) de celulose e hexano.

De acordo com Collins et al., (2006), os componentes utilizados na fase mével,
composta dos eluentes hexano e isopropanol, para a separacdo enantiomérica do Fmoc-
POAC possuem polaridades diferentes, com os valores iguais a 0,1 e 3,9 na escala de
Snyder (P°), respectivamente. Quanto maior os valores (P”), maior a polaridade dos
solventes organicos. Portanto, o hexano € considerado apolar e ja o isopropanol é um
composto razoavelmente polar. A ligeira polaridade deste dltimo se deve a hidroxila no

carbono 2, podendo ser solubilizado em agua.
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Para o composto Fmoc-POAC, a parte Fmoc tem alta hidrofobicidade, favorecendo
sua solubilidade no hexano, mas a POAC possui aminas, hidroxilas e o radical livre que
caracteriza esse composto como polar, sendo mais solivel em solu¢des polares. Quanto
maior a propor¢ao de eluente polar na fase mével, maior serd a afinidade e solubilidade do
Fmoc-POAC pela mesma. Dessa forma. o Fmoc-POAC, por ser polar, tem uma maior
afinidade na fase estaciondria normal composta de tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de
celulose em relagdo a fase moével composta de hexano e isopropanol, ocorrendo uma
migracdo do analito da fase moével para a fase estaciondria e formando complexos
diastereoisomeros com a fase estaciondria quiral. O Fmoc-POAC ¢ retardado pelas ligacdes
de hidrogénio e interagdes do tipo m-m com a fase estaciondria durante sua elui¢do pela fase

movel.

De acordo com a fase estaciondria estudada na separacdo quiral do Fmoc-POAC,
tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose, seus diferentes sitios de ligagdes atribuem
uma seletividade e retencdo para esse marcador molecular. Os 4dtomos de oxigénio e
nitrogénio presentes em suas estruturas conferem a formacao de ligagdes de hidrogénio,
além da existéncia do fenil contribuindo para as interagdes do tipo n-m. A estrutura linear da
celulose confere os efeitos estereoespecificos entre os distereosiomeros e a formagdo dos
complexos de inclusdo, decorrente do encaixe da por¢do aromadtica do analito na cavidade
quiral da fase estaciondria (COLLINS et al., 2006; ali et al., 2007; LOURENCO et al.,
2010).

De acordo com Péter et al., (2003), foi estudada a separacdo cromatograficas do
marcador molecular Fmoc-POAC, eluido por hexano, isopropanol e etanol, em diferentes
proporg¢des, na coluna da Chiralcel® , OD-H, com particulas de 5 um, tamanho de 150x4,6
mm, em fase estaciondria reversa composta por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose. Esses autores tiveram como resultados picos nao resolvidos da enatioseparacdo do
Fmoc-POAC. Em comparagdo aos resultados obtidos pelos autores citados anteriormente,
os resultados obtidos nessa pesquisa foram uma resoluciao enantiomérica com linha de base
do Fmoc-POAC através da coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), utilizando como fase
movel os solventes hexano e isopropanol. Acredita-se que o atomo de cloro na estrutura na

fase estaciondria da coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm) foi responsdvel pelos melhores
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valores de resolucdo na separacdo do Fmoc-POAC em relacio a estrutura na fase
estaciondria da coluna OD-H (150x4,6 mm), citado por Peter et al., (2003). Valores de
resolucdo acima de 2 sdo considerados como uma boa separa¢do cromatografica (CASS
&DEGANI, 2001). Esse atomo, devido a sua alta eletronegatividade, confere maiores
interacdes como dipolo ou ligagdes de hidrogénio entre a fase estaciondria e o Fmoc-POAC

(ali et al., 2007; LOURENCO et al., 2010).

4.1.2 Confirmacao dos enantioémeros

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, todas as diferentes fases
moveis compostas por hexano e isopropanol resultaram em uma boa separacdo
enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC na coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6

mm), com destaque para a propor¢ao 90/10 (v/v).

Foram obtidas bandas cromatogrificas bem definidas do Fmoc-POAC, restando a
confirmacao da separacdo enantiomérica através da caracterizacao do pico cromatografico e
a configuracdo enantiomérica dos enantidmeros responsiveis pelos picos. Foram
recuperados 0s compostos responsaveis por cada pico cromatografico e caracterizados por
dicroismo e espectrometria de massa e infravermelho. A Figura 18 apresenta os resultados
do espectro de massa dos enantiomeros e a Figura 19 apresenta os resultados do dicroismo
circular. De acordo com Solomos (2000); Collins et al., (2006); Orlando et al., (2007), os
isdmeros sdao compostos diferentes que tém a mesma férmula molecular. Dentro da classe
dos isdmeros, tem-se os estereoisdmeros, que diferem somente pela disposi¢ao dos dtomos
no espaco e podem ser subdivididos em duas categorias gerais: os enantidmeros € os
diastereoisomeros. Os enantidmeros sdo caracterizados como isOmeros que possuem a

capacidade de desviarem a luz plano polarizada em direcdes opostas.
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Figura 18: Espectro de massa (LC-MS) dos enantidmeros do Fmoc-POAC para o primeiro
enantidmero do Fmoc-POAC eluido (a) e o segundo enantidmero (b) do Fmoc-POAC

eluido.
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Figura 19: Dicroismo circular do suposto primeiro e segundo enantidmero do Fmoc-POAC

eluido, indices tg; € tro, respectivamente.

O Fmoc-POAC € um composto com massa molecular igual 423g/mol, com férmula
quimica Cp4H»705N,. De acordo com a Figura 18, os compostos eluidos tiveram uma massa
molecular igual a 423g/mol e 424 g/mol. O resultado de 424 g/mol para a massa molecular
tem um aumento de uma unidade da massa real do Fmoc-POAC. Esse aumento pode ser
um erro aceitdvel devido o composto estar muito diluido. Ambos os compostos analisados
tiveram a mesma massa molecular, portanto, os dois compostos eluidos apds a inje¢do do

Fmoc-POAC sido isOmeros.

O dicroismo circular analisa a absorbancia diferencial da luz circular polarizada e
quantificada para uma ampla faixa de comprimento de onda de absorbancia (AHUIJA,
2000), apenas utilizados para andlise de enantiomeros (COLLINS et al., 2006). Os
enantidmeros sdo capazes de desviar a luz polarizada com a mesma intensidade, mas com
direcdes opostas (COLLINS et al., 2006; LAMMERHOFER, 2010). De acordo com a
Figura 19, os isdmeros dos compostos do Fmoc-POAC eluidos em diferentes tempos
desviaram a luz circular polarizada e portanto foram considerados como enantidmeros,
sendo que o primeiro enantiomero eluido considera-se como o composto negativo (-) € o

segundo enantidmero eluido como o composto positivo (+).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 19, o marcador de peptideo
Fmoc-POAC, quiralmente separado e obtido seus enantidmeros enriquecidos, apresentaram
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caracteristicas peculiares quando analisados em dicroismo circular, com sinais positivos e
negativos, além da caracterizacao desses enantidmeros, pois 0 primeiro enantiomero eluido
(tg;) com a fase mével composta por hexano e isopropanol (90:10 v/v) na coluna Lux
Cellulose-2 (250x4,6 mm) foi o enantidmero Fmoc-POAC (-), enquanto o segundo

enantidmero eluido (7z;) foi Fmoc-POAC (+).

Wright et al., (2008) realizou a primeira caracterizagdo completa do Fmoc-POAC
através do dicroismo circular e difracdo de raio X. Esses autores afirmaram que o
enantidmero (+)(3R,4R)-Fmoc-POAC-Binaftol tem uma solubilidade sensivelmente menor
em solventes apolares em relacdo ao enantidmero (-)(3S,4S)-Fmoc-POAC-Binaftol, além
da configuracdo positiva (+) para o enantiomero (3R,4R)-Fmoc-POAC. Comparando esses
resultados com os resultados obtidos nessa pesquisa, acredita-se que o enantidmero (7g»)
eluido na coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), caracterizado como Fmoc-POAC (-), seja
o Fmoc-POAC (-) (3S, 45), por apresentar a configuracdo negativa no dicroismo circular.
Essa afirmacdo se deve ao conhecimento de que dificilmente um enantiomero muda sua
configuragdo positiva ou negativa no dicroismo circular com a mudanca do solvente que o

dilui (ELIEL et al., 1994).

De acordo com a literatura consultada, todas as abordagens realizados na separacdo
quiral do POAC e Fmoc-POAC foram por métodos cromatogréficos indiretos que envolvia
solventes polares (PETER et al., 2003; WHIGHT er al.,, 2003;WHIGHT et al., 2008a;
WHIGHT et al., 2008b) ou métodos cromatograficos indiretos com colunas quirais de fase
estaciondria reversa que utilizam solventes polares para eluicio (PETER et al., 2003). De
acordo com Whight er al., (2010), B-hexapeptideos foram marcados apenas com o POAC
(+) (3R, 4R) para estudos conformacionais. Provavelmente foi utilizado apenas esse
enantidmero POAC (+) (3R, 4R) devido aos métodos de separacao enantiomérica, até entao
descritos na literatura, serem nas condicdes polares, além das etapas de reacdo do marcador
molecular nos peptideos ser com reagentes polares, facilitando o uso do marcador de

peptideo POAC (+) (3R,4R).

4.1.3 Porosidade do leito e Coeficiente de Particao
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De acordo com Cremasco et al., (2001), a inclinag¢do da reta do grafico ty; vs L/ uy
¢ igual a porosidade total da coluna (er), apresentado na Figura 20, onde (L) é o
comprimento da coluna, (1) igual a velocidade superficial da coluna e (#);) igual ao tempo
de retencdo da substancia inerte. Segundo Ruthven (1984), a porosidade da particula (ep) é
aproximadamente 0,45 e a Correlagdo (24), correlaciona a porosidade total com a
porosidade do leito e da particula. Portanto, a porosidade do leito prevista através da
correlacdo de Ruthven (1984) para a coluna analitica Lux Cellulose-2, 250x4,6 mm de Su

Phenomenex® ¢ igual a 0,561.

L L

g =e+(-¢)-¢g, (24)

—®— Substanica Inerte t,,
16 1 [y=0,7585x] "
E Coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm)

t, (min)
\

L/u(min)

Figura 20: Grifico 1), vs. L/ up da substancia inerte TTBB em diferentes vazdes. Coluna

Lux Cellulose-2, 250x4,6 mm, particulas de Sy, Phenomenex ®, em temperatura ambiente.

4.1.4 Parametros de Transferéncia de Massa do Fmoc-POAC

O estudo de transferéncia de massa foi realizado em coluna analitica Lux Cellulose-

2 nas condigdes isocrdticas, com os eluentes organicos na propor¢do 90% hexano e 10%
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isopropanol devido aos melhores resultados de separacdo enantiomérica e as melhores

condic¢des de trabalho para uma possivel purificacdo quiral e recuperagdo dos enantidmeros

nas proximas etapas. Os ensaios cromatograficos foram feitos em duplicatas em diferentes

vazdes, com 0 Fmoc-POAC na concentragdo de 1,0 mg/mL, temperatura ambiente 27+2°C;

30°C, 40°C e deteccao de 265 nm. Os resultados médios foram apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Tempo de retencdo dos enantidmeros (tr) € substincia inerte (ty;), nimero de

pratos (N)

e altura equivalente para um prato tedrico (HETP) para a separacdo

enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC em diferentes temperaturas pela coluna

analitica Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), onde indices 1 e 2 sdo o primeiro e segundo

enantidmero eluidos, respectivamente.

Tem(lz’eCr;ltura (HYS/Z;?H) (nt]rijn) (ntlrizn) (ntli'ln) Ni N, HETP, HETP,
27 0,200 29,151 | 60,074 | 15,757 | 12317,3 | 130354 | 0,00203 | 0,00192
27 0,300 19,426 | 39,868 | 10,505 | 13548,3 | 13466,5 | 0,00185 | 0,00186
27 0,400 14,518 | 29,785 | 7,879 14041,8 | 13351,2 | 0,00178 | 0,00187
27 0,500 11,790 | 24,846 | 6,303 14304,0 | 132514 | 0,00175 | 0,00189
27 0,600 9,664 19,761 5,252 13831,0 | 12481,5 | 0,00181 | 0,00200
27 0,700 8,346 17,113 | 4,502 13054,2 | 11215,5 | 0,00192 | 0,00223
30 0,200 29,770 | 62,873 | 15,757 | 11886,0 | 16346,0 | 0,00210 | 0,00153
30 0,300 19,946 | 42,072 | 10,505 | 13856,9 | 17195,7 | 0,00180 | 0,00145
30 0,400 14,801 | 31,207 | 7,879 146443 | 172199 | 0,00171 | 0,00145
30 0,500 11,790 | 24,846 | 6,303 14958,1 | 16680,8 | 0,00167 | 0,00150
30 0,600 9,750 | 20,529 | 5,252 14677,4 | 15889,4 | 0,00170 | 0,00157
30 0,700 8,352 17,539 | 4,502 14381,2 | 14540,9 | 0,00174 | 0,00172
40 0,200 27,358 | 54,902 | 15,757 | 10990,7 | 13651,1 | 0,00227 | 0,00183
40 0,300 18,255 | 36,494 | 10,505 | 12864,3 | 15421,7 | 0,00194 | 0,00162
40 0,400 13,634 | 27,252 | 7,879 13481,1 15709,4 | 0,00185 | 0,00159
40 0,500 11,790 | 24,846 | 6,303 14883,5 | 15404,1 | 0,00168 | 0,00162
40 0,600 9,045 18,058 | 5,252 14431,2 | 15059,5 | 0,00173 | 0,00166
40 0,700 7,769 15,500 | 4,502 14110,2 | 145584 | 0,00177 | 0,00172

A Figura 21 apresenta o gréfico g vs. L/up para a obtencdo da constantes de

equilibrio (Kp) do Fmoc-POAC na coluna analitica de fase normal Lux Cellulose-2

(250x4,6 mm). De acordo com Cremasco et al., (2000), a inclinagdo da reta no grafico

comprimento da coluna (L) dividido pela velocidade superficial da coluna (ug) versos
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tempo de retencdo da substincia inerte (fz) € igual a porosidade total da coluna. Com a
inclinacdo da reta do grafico #g vs. L/up para os enantidomeros podemos obter a constante de
equilibrio (Kp), definida pela Equacdo (23) e apresentada na Tabela 6.
L
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Figura 21: Grifico tz vs. L/uy para a obtencdo da obtencdo da constantes de equilibrio (Kp)

do Fmoc-POAC na coluna analitica de fase normal Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm).

Os parametros de transferéncia de massa e coeficientes de dispersao axial da coluna
cromatogrifica podem ser avaliados pela altura equivalente de um prato teérico (HETP), a
qual é definida pela Equacgado (22) de acordo com Ruthven (1984); Bocker et al. (2002); Da
Silva Jr. et al. (2005). O grafico HETP vs. uy, conhecido como grafico de Van Deemter,
onde pode-se apresentar a seguinte equagao para o HETP, Equacdo (32). Correlacionando
as Equagdes (22) e (32), pode-se obter os parametros de transferéncia de massa do Fmoc-
POAC na coluna quiral Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm). A Figura 22 e 23 apresenta a curva
de Van Deemter para os enantidmeros do Fmoc-POAC.

2 _ _ -2
HETP="_1=200 4 2”(1_61)&{”(1_8)&} (22)
te u £ )k £

m

HETP=A+§+Cu (32)
u
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Figura 22: Gréfico de Van Deemter para o primeiro (#g;) € o segundo (fz») enantidmero do

Fmoc-POAC eluido em diferentes temperaturas na coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm),

em diferentes temperaturas e fase mével composta por hexano e isopropanol na propor¢ao

90:10 (v/v).
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Figura 23: Gréafico de Van Deemter para o Fmoc-POAC na coluna Lux Cellulose-2
(250x4,6 mm); a) primeiro enantidmero do Fmoc-POAC eluido e b) segundo enantiomero

do Fmoc-POAC eluido.

Os termos A, B e C da Equacdo (32) sdo coeficientes empiricos (GUIOCHON,
2002). O primeiro termo A, Correlacao (33), refere-se ao alargamento dos picos devidos
aos caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da amostra, que descreve o efeito da
difusdo turbilhonar. Para minimizar este termo € necessdrio usar colunas com didmetros
internos pequenos, bem recheados e particulas com tamanho pequeno e uniforme. O termo
B, Correlacdo (34), esta relacionado com a difusdo molecular do soluto na fase moével,
conhecida como difusdo longitudinal. O termo C, Correlagdo (35), € uma funcdo dos
efeitos de transferéncia de massa do soluto entre as fases méveis e estaciondrias (COLLINS
et al., 2006). De acordo com Guiochon et al. (1994) e Da Silva Jr. et al. (2005), considera-
se que a dispersdo axial resulta de dois mecanismos diferentes, difusao molecular e difusdo

turbilhonar. Como primeira aproximacdo, estes efeitos se somam de forma que o

coeficiente de dispersdo axial (D) seja representado pela Equacao (31).
A=2yd, (33)

B=2y.Dm (34)

C=2 (“—EJ&[H(I_—EJ KP}_ (35)
£ )k, £
(31)

D, =y,Dm+y,d ,u
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A Tabela 6 apresenta os parametros de transferéncia de massa calculados a partir da
Equacao (32) utilizando o gréafico de Van Deemter. De acordo com os resultados obtidos, as
constantes de equilibrio ou coeficiente de particdo (Kp) diminuem com o aumento da
temperatura. As constantes de transferéncia de massa (K,,) aumentam com o aumento da
temperatura. A resistencia a transferancia de massa (1/ K,,), diminui com o aumento da
temperatura. Diferentes valores em funcio da temperatura para cada enintidmero € devido
a diminui¢do da viscosidade da fase mével com o aumento da temperatura, facilitando a

migracao do Fmoc-POAC para a fase estaciondria.

Tabela 6: Parametros Van Deemter e transferéncia de massa para a enantiosseparacao do
Fmoc-POAC em coluna analitica Lux Cellulose-2 de fase normal, 250x4,6 mm, para o

primeiro e segundo enantiomero eluidos, tr; € try, respectivamente.

T Dy Kp Ky

©0) (cm’/min) (min™) A B c

27 0,000605+0,00041*u, 2,67 2303 0,00081+0,00014 0,00121+0,00014 0,00019+0,00003

tr1 30 0,000715+0,00036*u, 2,78 2696 0,00072+0,00004 0,00143+0,00004 0,00016+0,00002

40 0,000815+0,00038*u, 2,34 2855 0,00076+0,00002 0,00163+0,00021 0,00016+0,00004

27 0,000435+0,00046*u, 8,83 1577 0,00092+0,00011 0,00087+0,00011 0,00014+0,00002

tr2 30 0,000415+0,00029*u, 9,35 961 0,00058+0,00011 0,00083+0,00011 0,00022+0,00002

40 0,000550+0,00035*u, 7,88 1333 0,00069+0,00006 0,0011+0,00006 0,00018+0,00001

A resisténcia a transferéncia de massa global (1/k,,) € composto por 2 mecanismos
separados de transferéncia de massa, resisténcia a transferéncia de massa interno e externo,
apresentado pela Equacdo (25), onde dp € o didmetro da particula, Dp € o coeficiente de
difusdo do poro e Ky € o coeficiente de transferéncia de massa externo. (MA, Z.; WANG,

N. H. L., 1997).

Podem-se diferenciar esses dois mecanismos de resisténcias por intermédio do
nimero de Biot massico (Biv), 0 qual € definido pela Equacdo (27). Biy tendendo a zero,
considera-se que o processo que rege a transferéncia de massa estd situado externamente ao
meio onde ha o fendmeno difusivo e a resisténcia interna € desprezivel em face a externa.

Biy tendendo ao infinito, com valores maiores que 50, diz-se que a resisténcia externa ao
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fendmeno de transferéncia de massa é desprezivel em face ao fenomeno difusivo que estd

situado internamente ao meio onde ocorre a transferéncia de massa (CREMASCO, 2002).

d d’
I _ % +—7r (25)
K, 6K, 60¢,D,
d, K
Bi, =—f—m (27
M DK, (27)

O Ky pode ser obtido pela Correlacdo (28) de Wilson e Geankoplis (1996), a qual é
valida para sistemas liquidos com a limita¢do de que 0,0015< Re <55. Onde Sh, Sc e Re
s30 os nimeros dimensionais de Sherwood, Schmidt e Reynolds. D,, é o coeficiente de
difusdo molecular efetivo, que pode ser estimado pela equacdo de Wilke-Chang, Equacgao
(29) (GUIOCHON et al., 1994). O numero de Reynolds (Re), o qual é definido pela
Equacao (30).

1

d K 1 1 1 d -eu)
Sh=2 =22 (50 (Re) = PeMﬁzL(g)g( ,, j (8)

D £ D

m m

1

0t BT o,

b

D, =741

Re:d},'e-u

(30)

Onde, @ denota o coeficiente de associacdo, o qual leva em conta a intera¢cdo molecular do
soluto-solvente devido a ligacdes de hidrogénio para os solventes utilizados. Considera-se
@ igual a um para solventes organicos. M é a massa molecular, ¢ € a viscosidade dindmica
da solucdo, 7 € a viscosidade cinematica da solucdo, 7 € a temperatura absoluta e V; € o

volume molar para o ponto de ebulicao.

A Tabela 7 apresenta os resultados de transferéncia de massa do Fmoc-POAC na
coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm). K,, foi calculado a partir da Equacdo (35),
utilizando os coeficientes da equacdo de Van Deemter. Os valores de Re ficaram na faixa
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de 0,0013 a 0,0044 para as diferentes vazdes adotadas nos ensaios cromatograficos, que
permite adotar a Equagdo (28) para estimar K;. De posse de K, podemos estimar Dp com a
Equagdo (25). Os valores de Ky foram cerca de 100.000 vezes maiores que os valores
obtidos para Dp e podemos considerar que a resisténcia interna dos poros das particulas
regem a transferéncia de massa dos enantidomeros do Fmoc-POAC ou até mesmo considerar
que ndo ocorre transferéncia de massa dentro dos poros da particula na coluna Lux
Cellulose-2 (250x4,6 mm), utilizando a fase mdvel hexano e isopropanol na propor¢ao
90:10 (v/v). Acredita-se que esse fendmeno ocorre devido ao tamanho muito pequeno das
particulas do leito fixo empacotado para colunas cromatograficas de alta efici€éncia, com
particulas de Sum. Outro valor que confirma a ndo transferéncia de massa dos
enantidmeros do Fmoc-POAC nos poros das particulas é os valores obtidos de Biy, com
valores maiores ou proximos de 50, considera-se que o processo que rege a transferéncia de
massa estd situado internamente ao meio onde hd o fendmeno difusivo e a resisténcia

externa de transferéncia de massa € desprezivel em face a interna (CRESMASCO, 2002).

Tabela 7: Média dos coeficientes de transferéncia de massa para o primeiro (fg;) € 0
segundo (fgz) enantidmero do Fmoc-POAC eluido em coluna analitica de fase estaciondria
normal Lux Cellulose-2, de tamanho 250x4,6 mm, em diferentes temperaturas., para o

primeiro (7g;) € o segundo (g2) enantiomero do Fmoc-POAC eluido.

Fmoc-POAC | T (°C) |K,, (s") | 1/K,, (s) | D(cm’/s)|  Biy | Dp(cm’/s)| Kr(cm.s™) Re
27 138367 | 0,026 | 2,66.10° | 2704 | 2,51.10° | 0,094
tr, 30 |44,895| 0,022 | 2,83.10° | 2856 | 2,96.10° | 0,098

40 |54,345| 0,018 | 3,43.10° | 3389 | 3,59.10° 0,112

0,0013<Re<0,0044
27 | 15978 | 0,063 | 2,66.107 34,1 1,02.10° 0,094

tr, 30 |15,997 | 0,063 | 2,83.107° 30,3 1,02.10° | 0,098
40 {22,188 | 0,045 | 3,43.10° 41,1 1,42.10° 0,112
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4.1.5 Analise Termodinamica de Adsorc¢ao

De acordo com Rojkovicova et al., (2004), Lindner et al., (2004), Istvan et al.,
(2008) e Lammerhofer, (2010), a separacdo direta de enantiomeros € baseada na formacao
de complexos diastereoisoméricos reversiveis, criados por interacdes intermoleculares dos
enantidmeros com o seletor quiral. Esses complexos podem ser caracterizados por
parametros termodindmicos (AG°, AH® e AS°) (LEHOTAY et al., 2004; WENG et al.,
2008; LAMMERHOFER, 2010).

Foram obtidos os parametros termodinamicos do Fmoc-POAC na coluna analitica
Lux Cellulose-2 da Phenomenex®, tamanho de 250x4,6 mm, com particulas de Sum,
conhecida comercialmente como Lux Cellulose-2, com a fase estaciondria normal
composta por tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose. Os eluentes utilizados nessa
coluna forma hexano e isopropanol nas propor¢cdes 90:10 (v/v), em diferentes temperaturas.
Os resultados médios obtidos em duplicata para a separacdo quiral nessas condicdes estao

apresentados na Tabela 8 e nos cromatogramas da Figura 24.

Tabela 8: Parametros cromatograficos para o primeiro (tg;) € o segundo (zg2) enantiomero
do Fmoc-POAC eluido em diferentes temperaturas, em coluna de fase normal, Lux

cellulose-2, Phenomenex®

Temperatura (°C) tr1 tr2 o K, K,
25 8,518+0,017 18,143+0,013 3,40+0,005 0,90+0,003 3,03+0,005
30 8,352+0,006 17,539+0,007 3,39+0,003 0,85+0,001 2,89+0,002
40 7,769+0,021 15,500+0,007 3,37+0,023 0,73+0,005 2,44+0,002
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Coluna Lux Celulose Phenomenex (250 x 4,6 mm) Coluna Lux Celulose Phenomenex (250 x 4,6 mm)
Vazéo: 0,7 mL/min Vazao: 0,7 mL/min
Fase mével: 90% de hexano e 10% isopropanol 90000  Fase movel: 90% de hexano e 10% isopropanol
80000 Comprimento de onda: 265 nm Comprimento de onda: 265 nm
Temperatura: 30C 80000 Temperatura: 40C
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Figura 24: Perfis cromatograficos do Fmoc-POAC na concentracdo de 1 mg/mL, em

coluna Lux Cellulose-2 Phenomenex®, em diferentes temperaturas.

Esses parametros de AG°, AH® e AS° podem ser estimados a partir de uma util
aproximacao através do grafico de Van’t Hoff (LINDNER et al., 2004; WENG et al.,
2008; LAMMERHOFER, 2010), o qual apresenta uma correlacdo linear com inclinagio
igual a AH°/R e interseccdo igual a AS°/R + In ® para um gréfico In k vs. 1/T , permitindo o
calculo dos parametros termodinadmicos na transferéncia global do soluto da fase modvel
para a fase estacionaria (WENG et al., 2008; LAMMERHOFER, 2010). A Figura 25
apresenta o grafico In k vs. 1/T para a obten¢do dos valores da entalpia e a entropia de
adsorcdo para ambos os enantiomeros de Fmoc-POAC. A Figura 26 apresenta o grafico In

a vs. 1/T, para a obten¢do dos valores de AAH® e AAS®.

Os parametros termodinamicos (AG°, AH® e AS°) foram determinados pela Equacao
(37) através da relacdo linear entre In k vs. 1/T (fator de retencdo e temperatura absoluta,
respectivamente) e apresentados na Tabela 9. A determinagdo dos parametros
termodindmicos torna-se uma aproximacao util para analisar os aspectos dos mecanismos
de retencdo e discriminacdo em fases estaciondrias quirais, baseadas na formacdo de
complexos diastereoisoméricos reversiveis, criados por interacdes intermoleculares dos
enantidmeros com o seletor quiral. (LINDNER et al., 2004; ROJKOVICOVA et at al.,
2004; LINDNER et al., 2004). A linearidade do grafico In k vs. 1/T para determinada faixa
de temperatura sugere que a conformacao da fase estaciondria quiral ndo muda nessa faixa

de temperatura estudada (WENG et al., 2008).
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Figura 25: Dependéncia do fator de retengdo k com a temperatura para os enantidmeros do

Fmoc-POAC
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Figura 26: Dependéncia do fator de retencdo o com a temperatura para os enantidmeros

do Fmoc-POAC
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Os parametros termodinamicos (AAH® e AAS®) foram determinados pela Equacdo
(38) através da relacdo linear entre In o vs. 1/T (fator de separagdo e temperatura absoluta,

respectivamente) e apresentados na Tabela 9.

AAG®  AAH° AAS°
Ina=- =- +

(38)
RT RT R

Tabela 9: Parametros termodinamicos para o primeiro (fg;) € o segundo (zz2) enantidomero

do Fmoc-POAC eluido em coluna de fase normal, Lux cellulose-2 Phenomenex® (250x4,6

mm)
Enantidmero AH° (KJ/mol) AS° (J/mol) AAH? (J/mol) AAS® (J/mol)
Fmoc-POAC tg; -11,01 -37,68
-458,72 8,65
Fmoc-POAC tg, -11,52 -29,32

A retencdo e reconhecimento quiral em fases estaciondrias quirais € usualmente
controlada entalpicamente, onde |[AH°|>|AS°| e |AAH°|>|AAS°|, uma vez que os dois
complexos diastereoisoméricos diferem no ndmero de interacdes (duas ou trés).
(LOURENCO et al., 2010). A discriminag@o quiral ocorre quando hd a predominancia da
entalpia ou da entropia, além de se considerar que a conformacgdo da fase estaciondria quiral
nao muda dentro da faixa de temperatura estudada quando o grifico In a vs. 1/T apresenta
caracteristicas lineares (LOURENCO et al., 2010; LAMMERHOFER, 2010). De acordo
com Weng et al., (2008), separagdes enantioméricas obtidas com os valores de AAH° e
AAS® negativos indicam que a entalpia coordena a enantiosseparac¢do, enquanto valores

positivos indicam que a entropia que coordena.

De acordo com a pesquisa realizada, a fase estaciondria quiral da coluna Lux
Cellulose-2 (250x4,6 mm), ndo apresentou alteracdes conformacionais para a faixa de
temperatura de 25-40°C. Os fatores de retencdo (K) dos enantidmeros do Fmoc-POAC
decrescem com o aumento de temperatura juntamente com os fatores de seletividade (a),
apresentando resultados termodinamicos peculiares para ensaios cromatograficos analiticos,

os quais, geralmente, apresentam a predominancia da entalpia em relagdo a entropia.
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4.1.6 Escala Semipreparativa

Foi utilizada uma coluna semipreparativa OD da Chiralcel®, 150x10 mm, tamanho
de particula igual a 20um, conhecida comercialmente como OD, de fase estaciondria
normal composta por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. A utilizacdo dessa fase
estaciondria foi baseada em ensaios experimentais realizados anteriormente com a coluna
analitica Lux Cellulose-2, 250x4,6 mm, de fase estacionaria normal, composta por tris-(3-
cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose, a qual tem uma composicdo quimica muito

proxima da fase estaciondria da coluna OD.

Os resultados médios foram apresentados na Tabela 10 e o cromatograma de
separagdo enantiomérica do Fmoc-POAC na Figura 27. A fase moével utilizada foi
composta de hexano e isopropanol na proporc¢ao 90:10 (v:v) devido aos bons resultados de
separacdo em escala analitica com a fase estaciondria da coluna Lux Cellulose-2, composta
por tris-(3-cloro-4-metilfenilcarbamato) de celulose, muito similar com a fase estaciondria
da coluna OD, composta por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. Os resultados de
resolucao (Rs) apresentados na Tabela 10 confirmam a fase estaciondria normal composta
por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose como uma op¢do para a obtencdo dos
enantidmeros do Fmoc-POAC em escala semipreparativa, utilizando a fase mdvel
composta por hexano e isopropanol. A separagdo enantiomérica do Fmoc-POAC nesta
coluna teve resolucdes menores do que as obtidas em coluna analitica de fase estacionaria
normal Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), embora todas os resultados foram maiores que 1,5.
O aumento do tamanho da particula aumenta o alargamento dos picos e conseqiientemente,
diminui¢do da resolu¢do (GUIOCHON, 2002; COLLINS et al., 2006), por tanto, acredita-
se que o aumento de escala e o aumento do tamanho da particula da fase estacionaria OD
(150x10 mm) em relacdo a coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm) influenciou na

diminui¢do da resolucdo do composto Fmoc-POAC.

De acordo com Collins et al., (2006), valores de Rg> 1,5, indicam uma separacao
completa dos compostos em uma coluna cromatografica. Analisando os resultados deste
estudo, apresentados na Tabela 10, observa-se que ocorreu a completa separacao quiral dos

enantidmeros do composto Fmoc-POAC na coluna analitica OD (450x10 mm).
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Tabela 10: Eficiéncia da separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC em diferentes vazdes de

fase mével na coluna OD, 150x10 mm, para o primeiro e segundo enantidmero eluidos,

indices 1 e 2, respectivamente.

(rxlcji:i?n ) Ir1 Ir2 Im a K, K, R,
1,500 6,302 12,083 3,996 3,507 0,577 2,024 1,738
1,750 5,385 10,248 3,431 3,490 0,569 1,987 1,754
2,000 4,648 8,874 3,007 3,575 0,546 1,951 1,967
3,000 3,107 5,994 1,995 3,596 0,557 2,005 1,860
4,000 2,349 4,551 1,503 3,603 0,563 2,028 1,796
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Coluna Chiralcel OD de 20pm (150 x 10 mm)
Vazao: 2 mL/min

Fase moével: 90% de hexano e 10% de isopropanol
Temperatura: (27 = 2 C)
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Figura 27: Perfil cromatografico da separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC, na

concentracdo de 0,5 mg/mL, com injecdo de 100 uL, fase moével composta de hexano e

isopropanol na propor¢ao 90:10 (v/v), em coluna OD, 150x10 mm, em temperatura

ambiente (27 £ 2 °C).

Com os picos cromatograficos do Fmoc-POAC bem definidos, é necessdrio a

confirmacao da separacdo enantiomérica através da caracterizacdo do pico cromatografico

(COLLINS et al.,, 2006), portanto, foram recuperados esses compostos separados pela

coluna OD (150x10 mm) e injetados na coluna Lux Cellulose-2 (250x4,6 mm), a qual, em
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ensaios experimentais anteriores, ja foi definido um protocolo de separacio e caracterizagao
do Fmoc-POAC, chegando a conclusdo que os compostos separados pela coluna OD
(150x10 mm) sdo os enantidmeros do Fmoc-POAC e os enantidmeros (fg;) € (tz2) eluidos
sdo os enantiomeros Fmoc-POAC (+) (3R, 4R) e Fmoc-POAC (-) (35, 45),

respectivamente.

De acordo com Péter et al.,, (2003), foi estudada a separacdo cromatogrifica do
marcador molecular Fmoc-POAC, eluido por hexano, isopropanol e etanol, em diferentes
propor¢des, na coluna da Chiralcel® OD-H, com particulas de 5 um, tamanho de 150x4,6
mm, conhecida comercialmente como OD-H em fase estaciondria normal composta por
tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. Os resultados desses autores foram perfis

cromatograficos sem linha de base, com todos valores de resoluc¢do abaixo de 1,5.

De posse dos tempos de retencdo (tg) € tempo morto ( ty) apresentados na Tabela 10
para a coluna OD (150x10 mm), pode-se calcular a porosidade total da coluna (e7), a
porosidade do leito (¢) e os coeficientes de particdo (Kp) dos enantidbmeros entre a fase
estaciondria e fase mével de acordo com Cremasco et al., (2001). A inclinacao da reta do
grafico ty vs. L/u, é igual a porosidade total da coluna (e7), conhecido como o primeiro
momento, definida pela Equacdo (23) e onde L ¢ o comprimento da coluna, uy € a
velocidade superficial da coluna, t), € o tempo de deteccdo da substancia inerte. Segundo
Ruthven (1984), a porosidade da particula (ep) é, aproximadamente, 0,45 e com a
correlagdo (36), calcula-se a porosidade total com a porosidade do leito e da particula.
Portanto, a porosidade do leito prevista através da correlacdo de Ruthven (1984) para a
coluna semipreparativa OD, da Chiralce1®, 20um, 150x10 mm, conhecida comercialmente
como OD, de fase estaciondria normal composta por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose € igual a 0,108.

e :[g+(1—g)'ep]-i=eT i 20)

g =c+(-¢)¢, 24)

De acordo com Cremasco et al., (2000), utilizando os resultados apresentados na
Tabela 10, podemos obter a constante de equilibrio (Kp), calculando a inclinagdo da reta do

gréfico g vs. L/ugp para os enantiomeros, definida pela Equacao (23), Figura 28.
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Figura 28: Grafico tg vs. L/u, para o composto inerte (¢);), primeiro (fg;) € o segundo (tz2)
enantiomero do Fmoc-POAC eluido, em coluna semipreparativa OD, 150x10 mm, em

temperatura ambiente (27 £ 2 °C).

Os parametros de transferéncia de massa e coeficientes de dispersao axial da coluna
cromatogrifica podem ser avaliados pela altura equivalente de um prato teérico (HETP), a
qual € definida pela Equacgdo (22) de acordo com a equagdo de Van Deemter de acordo com
Ruthven (1984); Bocker et al. (2002); Da Silva Jr. et al. (2005), onde HETP depende do
coeficiente de dispersdao axial (Dy), o coeficiente global de transferéncia de massa (K,,),
velocidade intersticial (1) e a constante de equilibrio (Kp) de acordo com Cremasco et al.
(2001). O HETP pode ser calculado pelo grafico HETP vs. uy, conhecido como grafico de
Van Deemter, onde podemos apresentar uma nova equagao para o HETP, Equacao (32). A

Figura 29 apresenta a curva de Van Deemter para os enantidmeros do Fmoc-POAC.
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Tabela 11: Numero de pratos (N) e altura equivalente para um prato teérico (HETP) para a
separacdo enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC em diferentes vazdes,

utilizando a coluna semipreparativa OD, 150x10 mm, em temperatura ambiente (27 + 2

°C), 20um para o primeiro e segundo enantidmero eluidos, indices 1 e 2, respectivamente

Vazdo u,
(mL/minutos) (cm/minutos) N1 N2 HETP] HETPZ
1,5 1,91 125 +£3,20 121 £1,98 |0,07985 +0,00204| 0,083 +0,00136
1,75 2,228 129 +1,15 127 +£10,41 (10,0774  +0,00069 | 0,07932 +0,00652

2 2,546 154 +11,67 161 +£9,56 |0,06522 +0,00495| 0,06205 =+0,00367
3 3,82 145 +£0,02 126 +11,97 |0,06905 +0,00001 | 0,07998 +0,00762
4 5,093 144 +3,46 124 +5,82 10,06949 +0,00167 | 0,08061 +0,00377
0.0825 ] :’:e“r:;::)tai(?‘ﬂ £2)C 0,0840 4 Fmoc-POAC t,,
0,0810 - Coluna OD (150 x 10 mm) Temperatura: (27 £2) C
0,0795 R’= 095132 00825 1 ot o g0 omm)
0,0780 4 A 0.00209 +0.01755 0,0810 4 :2: ’ 926528545 40.02702 /‘
o owms oo o o

E 0.0750 1 0,0780

T o735 ] . & 00765
0,0720 | \ . 2 00750 \
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Figura 29: Grifico de Van Deemter para os enantidomeros do Fmoc-POAC na coluna
semipreparativa OD, 150x10 mm, em temperatura ambiente (27 + 2 °C), para o primeiro e

segundo enantidmero eluidos, indices tg; € tgo, respectivamente.

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados de transferéncia de massa do Fmoc-
POAC na coluna OD (150x10 mm), onde os parametros K, Dp e Ky foram calculados a
partir do grafico de Van Deemter e as Equagdes (35), (26) e (25). Os valores de Ky foram
cerca de 10 vezes maiores que os valores obtidos para Dp para o primeiro enantidbmero

eluido (tr;) € na mesma grandeza para o segundo enantiomero eluido (tgy).

83




Resultados e Discussdes

Tabela 12: Parametros de Van Deemter e transferéncia de massa para o primeiro (g;) € 0
segundo (fg2) enantidmero eluido do Fmoc-POAC em coluna semi-preparativa OD da
Chiralcel®, tamanho de 150x10 mm, particulas de 20um, de fase estaciondria normal
composta por tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) em celulose, em temperatura ambiente (27

+ 2) °C, para o primeiro e segundo enantidmero eluidos, indices tg; € tra, respectivamente.

D, K.
Fmoc-POAC (cm2 /min) P (min'l) A B C
tr1 0,0596+0,00104*u, 0,59 36,74 0,0209+0,01755 0,1192040,02591 0,00905+0,00263
tr2 0,07501+0,01274*u, 2,07 6,45 0,025484+0,02702 0,1500340,03894 0,01513+0,00405

Tabela 13: Coeficientes de transferéncia de massa para para o primeiro (g;) € o segundo
(tr2) enantidmero eluido do Fmoc-POAC em coluna semi- preparativa OD da Chiralcel®,
tamanho de 150x10 mm, particulas de 20um, de fase estaciondria normal composta por

tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) em celulose, em temperatura ambiente (27 £+ 2) °C.

Fmoc-POAC | K,, (s”) | 1/K,, (s) | D,,(cm?/s) Biy | Dp(cm’s) | K;(cm.s”) Re
tre 0,525 | 1,906 | 0,0000283 | 15,78 .| 438107
5,3.10 — 0.0004<Re<0,0011
tro 0,115 | 8,707 | 0,0000283 | 0,98 0,98.10°

De acordo com a Tabela 12, a resisténcia a transferéncia de massa € diferente para os
enantidmeros do Fmoc-POAC. O primeiro enantiomero eluido, Fmoc-POAC (tg;), tem uma
resisténcia global de transferéncia de massa menor que o segundo enantidmero eluido
Fmoc-POAC (try) devido a menor atracdo desse enantidmero pela fase estaciondria quiral.
De acordo com o valor do Biy, igual a 15,78, 0 Fmoc-POAC (tr;) apresenta uma tendéncia
de migrar dentro dos poros das particulas e também de migrar externamente a particula,
fendmeno chamado de resisténcia a transferéncia de massa misto. Mas os valores 10 vezes
maiores de Ky em relacdo ao Dp para o Fmoc-POAC (tr;) leva considerar que as particulas
do Fmoc-POAC (tg;) sdo eluidos mais pelo caminho externo das particulas no leito fixo. De
acordo com o valor do Biy igual a 0,98 para o Fmoc-POAC (tg2), esse enantidomero
apresenta uma resisténcia a transferéncia de massa interna nos poros das particulas

desprezivel em relacdo a resisténcia externa a particula. De acordo com essa pesquisa ,
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acredita-se que a resisténcia interna e externa rege a transferéncia de massa para o primeiro
enantidmero, Fmoc-POAC (tg;), € apenas a externa para o segundo enantiomero, Fmoc-
POAC (tr2), devido ao maior tamanho das particulas do leito fixo empacotado para

colunas cromatograficas de alta eficiéncia, com particulas de 20um.

Foram realizados ensaios cromatogréficos de sobrecarga do Fmoc-POAC na coluna
semipreparativa OD, 150x10 mm, 20um, da Chiralcel®, em temperatura ambiente (27 + 2)
°C. Foi injetado 100uL em diferentes concentracdes, na vazdo de 2 mL/minuto,
apresentado na Figura 30. A massa méaxima injetada nos ensaios foi de 0,3 mg de Fmoc-

POAC.

Coluna OD (150x10 mm)
Fase mével: 90 % hexano e 10% isopropanol

] Injecdo: . _ 100 pL
160000 H{  Vazao: 2,0 mL/min
4  Comprimeto de onda: 265 nm — ?g mg;mt ge EmOC-Egﬁg
. T tura: (27 £2 C — 1,Umg/mL de Fmoc-
140000 eperatura: ( ) 2,0 mg/mL de Fmoc-POAC
1 — 3,0 mg/mL de Fmoc-POAC
120000
‘© 100000 -
>< i
o 80000
S ]
@
° 60000
S i
O 40000
< 1
20000
04
200 —m————F"7+—YF7—""—"TFT— 7 ———T7T"—— T 77—
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Figura 30: Cromatograma da separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC em diferentes
concentracdes na coluna semipreparativa OD, 150x10 mm em temperatura ambiente (27 +

2) °C na vazao de 2 mL/minutos.
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4.2 Coluna de Fase Reversa

Foram estimados os parametros cromatogrificos de separacdo enantiomérica do
marcador molecular Fmoc-POAC e calculados os efeitos de transferéncia de massa do seus
enantiomeros em coluna analitica da Chiralcel®, tamanho de 150x4,6 mm, com particulas
de Sum, conhecida comercialmente OD-RH, composta pela fase estaciondria reversa tris-
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. Uma aplicacdo dessa separacdo cromatografica
analitica foi feita em escala semipreparativa com a coluna da Chiralcel®, tamanho de
250x21 mm, com particulas de Sum, conhecida comercialmente OD-RH, composta pela
fase estaciondria reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. Uma discussdo dos
resultados foi feita de acordo com a bibliografia consultada, além da confirmagdo da
capacidade de separacdo cromatografica dos enantiomeros do composto Fmoc-POAC com

o seletor quiral utilizado nessas colunas.

4.2.1 Analise da Separacao Cromatografica do Fmoc-POAC

Foi utilizada a coluna analitica OD-RH da Chiralce1®, tamanho de 150x4,6 mm,
com particulas de Sum, conhecida comercialmente OD-RH, composta pela fase
estacionaria reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. Foram realisados ensaios
cromatograficos em duplicata em diferentes propor¢des dos eluentes acetonitrila e solugdao
de 0,1% de acetato de trietilam6nio (TEAA) com pH ajustado em 3,5 para estimar os
melhores parametros cromatograficos e uma melhor resolu¢do desse enantiomero. Foi
utilizado o método de elui¢c@o isocritica, com uma separacdo pelo método direto, além da
determina¢do dos parametros de transferéncia de massa do Fmoc-POAC na coluna quiral
utilizada. O Fmoc-POAC foi injetado na concentracao de 0,5 mg/mL, temperatura ambiente
27+2°C e deteccao de 220 nm. Os resultados médios foram apresentados na Tabela 14 e o

cromatograma de separag¢ao na Figura 31.

De acordo com Collins et al, (2006), para valores de Rs > 1,5, indicam uma
separacdo completa dos compostos em uma coluna cromatogrifica. Utilizando os
resultados de separagdo enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC de dessa
pesquisa, apresentados na Tabela 14, foi observado a separacdo enantiomérica desse

composto na fase movel 40% de acetonitrila e 60 de solugdo de 0,1% de TEAA, com pH
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ajustado em 3,5, utilizadando a coluna OD-RH (150x4,6 mm) de fase estaciondria normal

composta de tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.

Quando os compostos dcidos sofrem ionizacdo, em cromatografia de fase reversa,
diminuem significativamente seu tempo de retencdo na fase estaciondria, passando de
espécies neutras para espécies com carga e tornando-se menos hidrofébicas, e
conseqiientemente diminuem seu o fator de retencdo (K) (COLLINS et al., 2006). O Fmoc-
POAC € um composto ionizdvel, com caracteristicas anféteras, podendo comportar com
acido ou base, de acordo com a acidez do solvente em que estd diluido. Quando diminui o
pH da fase movel, acredita-se que o Fmoc-POAC permanecerd na sua forma ndo ionizdvel

e aumentou sua retencao na fase estaciondria.

Tabela 14: Tempo de retencdo (tz), fator de separagao (o), fator de retengao (K) e resolugao
(Rs) para o primeiro e segundo enantiomero do Fmoc-POAC, indices de 1 e 2
respectivamente, em diferentes fases moveis na coluna OD-RH (150x4,6 mm), vazdo 1,3

mL/min e deteccdo no comprimento de onda 220 nm

Acetonitrila:TEAA

t t K K R,
D35 (v:v) RI R2 a 1 2
50:50 - - - - - -
40:60 16,144+£0,011 21,96+0,013 1,399+0,000 9,78+0,01 13,69+0,01 1,27+0,10
30:60 - - - - - -
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Coluna Chiracel OD-RH (150 x 4.6 mm)

Vazao: 1,1 mL/min

Fase movel: 40% acetonitrila ¢ 60% de solugdo de 0.1 %de TEAC com pH ajustado em 3.5
Comprimento de onda: 220 nm

Temperatura: 27 £ 2 (°C)
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Figura 31: Cromatograma da separacdo quiral do Fmoc-POAC na concentracdo de 0,5

mg/mL, injecdo de 20 uL, em coluna OD-RH (150x4,6 mm).

As estruturas quimicas dos compostos utilizados como fase mével, fase estaciondria e
analito estdo na Figura 32. A estrutura quiral possui diferentes sitios de ligacdes que
atribuem a fase estaciondria uma seletividade e retencdo de um nimero razoavelmente
grande de compostos quirais. Os dtomos de oxigénio e nitrogénio, presentes na estrutura da
FEQ, conferem a formacao de ligacdes de hidrogénio. A existéncia do fenil na estrutura do
polimero constitui as interagdes do tipo m-m. A estrutura linear da celulose confere os
efeitos estereoespecificos, além da formagdo dos complexos de inclusao, decorrente do
encaixe da porcdo aromadtica do analito na cavidade quiral da fase estaciondria. (ali et al.,

2007; LOURENCO et al., 2010).
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Figura 32: Estrutura quimica dos compostos Fmoc-POAC, tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato)

de celulose, acetonitrila e acetato de trietilamonio.

4.2.2 Confirmacao da separacio dos enantiomeros

De acordo com resultados obtidos, os picos cromatogréficos, através do método
CLAE, apresentam uma boa resolu¢do na separacdo cromatografica do Fmoc-POAC,
tornando-se necessdrio a confirmagdo da separacdo enantiomérica através da sua
caracterizacdo (COLLINS et al., 2006). Foram recuperados os compostos responsdveis por
cada pico cromatografico e caracterizados por dicroismo e espectrometria de massa e
infravermelho. A Figura 33 apresenta os resultados do espectro de massa e a Figura 34

apresenta os resultados do dicroismo circular para os enantidmeros.
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423 Primeiro enantiomero do Fmoc-POAC eluido
100 | Coluna: Chiralcel OD-RH, 150 x 4,6 mm.
‘ Diluigdo: Solugédo de0,1% de TEAA com pH ajustado em 3,5 e Acetonitrila.
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Coluna: Chiralcel OD-RH, 150 x 4,6 mm.

100,‘ 423 Segundo enantidmero do Fmoe-POAC eluido ()
‘ Dilui¢do: Solugéo de0,1% de TEAA com pH ajustado em 3.5 e Acetonitrila.
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Figura 33: Espectro de massa dos enantiomeros do Fmoc-POAC em espectrofotometro de
massa (LC-MS), a) primeiro composto do Fmoc-POAC eluido, b) segundo composto do

Fmoc-POAC eluido.
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Figura 34: Resultado do dicroismo para o primeiro (tg;) € o segundo (7g2) enantidmero
eluido do Fmoc-POAC em coluna OD-RH (150x4,6 mm).
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O Fmoc-POAC € um composto com massa molecular igual 423g/mol, com férmula
quimica Cy4H»705N,. De acordo com a Figura 33, ambos os compostos eluidos tiveram
uma massa molecular igual a 423g/mol e portanto foram considerados como isémeros. De
acordo com a Figura 34, os compostos do Fmoc-POAC eluidos em diferentes tempos,
desviaram a luz plano polarizada e portanto, além de serem isomeros, foram considerados
como enantidmeros. O primeiro enantiomero eluido considera-se como o composto
positivo (+) e o segundo enantiomero eluido como o composto negativo (-). Esse resultado
¢ similar aos obtidos por Peter et al., (2003), utilizando a mesma fase estaciondria, obteve a
mesma ordem de eluicdo dos enantidmeros do Fmoc-POAC na fase mével acetonitrila e

solucdo salina de KPF.

Wright et al., (2008) realizou a primeira caracterizacdo completa do Fmoc-POAC
através do dicroismo circular e difracdo de raio X. Esses autores afirmaram que o
enantidmero (+)(3R,4R)-Fmoc-POAC-Binaftol tem uma solubilidade sensivelmente menor
em solventes ndo polares em relagdo ao enantidmero (-)(3S,4S)-Fmoc-POAC-Binaftol,
além de obter a configuracao completa do Fmoc-POAC. Extrapolando esses resultados para
os resultados obtidos nesse trabalho, o primeiro enantidmero eluido na coluna OD-RH
(150x4,6 mm) de fase estaciondria normal composta de tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose, utilizando a fase moével 40% de acetonitrila e 60 de solucdo de 0,1% de TEAA,

com pH ajustado em 3,5, foi o enantidmero (+)(3R,4R)-Fmoc-POAC.

Enantidmeros puros nao apresentam diferencas fisico-quimicas como solubilidade,
polaridade, mas diasterioisObmeros ou enantidbmeros que ndo estdo totalmente puros, nio
caracteristicas fisico-quimicas iguais (SOLOMOS, 2000; ELIEL et al., 1994). De acordo
com os resultados obtidos nessa pesquisa, 0s enantibmeros nao estio puros
enantiomericamente, mas sim enriquecidos enantiomericamente, devido a diferencas de

solubilidade dos enantidmeros.

4.2.3 Parametros de Transferéncia de Massa do Fmoc-POAC

Foi utilizada a coluna analitica OD-RH da Chiralcel®, com particulas de Sum, tamanho
de 150x4,6 mm, conhecida comercialmente como OD-RH, composta pela fase estaciondria
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reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. O estudo de transferéncia de massa do
marcador molecular foi realizado nas condi¢des isocriticas, com os eluentes, acetonitrila e
solucdo de 0,1% de acetato de trietilamonio (TEAA), com pH ajustado em 3,5, na
proporg¢ao 40:60 (v/v), respectivamente. Essa fase mével foi escolhida devido aos melhores
resultados obtidos quando usada na separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC. Os ensaios
cromatogréificos foram feitos em duplicatas em diferentes vazdes, com o Fmoc-POAC na
concentracdo de 0,5 g/L, temperatura ambiente (27+2°C) e deteccdao de 220 nm. Os

resultados médios da separacao quiral foram apresentados na Tabela 15.

Tabela 15: Tempo de retencdo do Fmoc-POAC (tg), nimero de partos (N), altura
equivalente de um prato tedrico (HETP), tempo de retencao da substincia inerte (ty) para o
Fmoc-POAC em coluna OD-RH (150x4,6 mm), indices de 1 e 2 para o primeiro e segundo

enantidmero, respectivamente.

Temperatura Vazio t. t ty
N; N, HETP, HETP,
°O) (mL/min) (min) (min) (min)
2742 0,7 30,261 41,246 2,8 155,272 | 125,963 | 0,09661 | 0,11908
2742 0,9 23,541 32,066 2,18 382,293 | 327,925 | 0,03924 | 0,04574
27+2 1,1 19,185 26,127 1,78 347,611 | 301,775 | 0,04315 | 0,04971
27+2 1,3 16,144 21,96 1,51 234,607 216,78 0,06394 0,0692

De acordo com Cremasco et al. (2001), com a inclinag@o da reta do grafico #y vs. L/ug
podemos obter a porosidade total (e7), definida pela Equagdo (20), onde L € o comprimento
da coluna, uy € a velocidade superficial da coluna, #); é o tempo de detec¢do da substancia
inerte. Considerando-se a inclinacdo da reta do grafico fg vs. L/uy para os enantiomeros,
podemos obter a constante de equilibrio (Kp), apresentada na Tabela 16, definida pela
Equacdo (23). Segundo Ruthven (1984), a porosidade da particula (¢p) €, aproximadamente,
0,45 e a Correlacdo (24), correlaciona a porosidade total com a porosidade do leito e da
particula. Portanto, de acordo com a Figura 35, a porosidade do leito prevista através da
correlacdo de Ruthven (1984) para a coluna analitica OD-RH, Sum, 150x4,6 mm, da
Chiralcel®, composta pela fase estaciondria reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de

celulose, € igual a 0,6118.
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Figura 35: Grafico tz vs. L/uy para o composto inerte (¢;), primeiro (zg;) e o segundo (7x2)

enantidmero eluido do Fmoc-POAC na coluna analitica de fase reversa OD-RH (150x4,6

mm).

Os parametros de transferéncia de massa e coeficientes de dispersao axial da coluna
cromatografica podem ser avaliados pela altura equivalente de um prato teérico (HETP), a
qual é definida pela Equacdo (21) de acordo com a equagdo de Van Deemter apresentado
por Ruthven (1984); Bocker et al. (2002); Da Silva Jr. et al. (2005), onde HETP depende
do coeficiente de dispersdo axial (Dy), o coeficiente de transferéncia de massa (K,),
velocidade intersticial (#) e a constante de equilibrio (Kp) de acordo com Cremasco et al.
(2001). O HETP pode ser calculado pelo grafico HETP vs. uy, conhecido como grafico de
Van Deemter, onde podemos apresentar uma nova equacao para o HETP, Equacgdo (29). A

Figura 36 apresenta a curva de Van Deemter para os enantiomeros do Fmoc-POAC.
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Figura 36: Grafico de Van Deemter para o primeiro (tg;) € o segundo (fz2) enantidmero
eluido do Fmoc-POAC na coluna OD-RH (150x4,6 mm), temperatura ambiente (272 °C)

e deteccdo no comprimento de onda 220 nm.

Os termos A, B e C da Equacdo de Van Deemter, Equacdo (29) sdo coeficientes
empiricos (GUIOCHON, 2002). O primeiro termo A, Equacdo (30), refere-se ao
alargamento dos picos devidos aos caminhos tortuosos seguidos pelas moléculas da
amostra, que descreve o efeito da difusdo turbilhonar. Para minimizar este termo ¢é
necessdrio usar colunas com diametros internos pequenos, bem recheados e particulas com
tamanho pequeno e uniforme. O termo B, Equacdo (31), estd relacionado com a difusdo
molecular do soluto na fase mdvel, conhecida como difusdo longitudinal. O termo C,
Equacdo (32), é uma funcdo dos efeitos de transferéncia de massa do soluto entre as fases
moveis e estaciondrias (COLLINS et al.,, 2006). De acordo com Guiochon et al. (1994) e
Da Silva Jr. et al. (2005), considera-se que a dispers@o axial resulta de dois mecanismos
diferentes, difusdo molecular e difusdo turbilhonar. Como primeira aproximacdo, estes
efeitos se somam de forma que o coeficiente de dispersdo axial (Dy) seja representado pela
Equacdo (28). A Tabela 16 apresenta os parametros de transferéncia de massa calculados a

partir da Equacao (32) utilizando o grafico de Van Deemter.
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Tabela 16: Parametros de transferéncia de massa para o primeiro (fg;) € o segundo (g2)

enantiomero eluido do Fmoc-POAC em coluna OD-RH (150x4,6 mm).

Fmoc-POAC T(°C) D, (cm*min) Kp(min') K,, (min") A B C
(R 27 1,345+40,425u, 36,04 1,10  0,85084+0,111 2,68973 +0,312 0,07316 + 0,009
tr2 27 1,606+0,500u, 50,43 0,69  1,00129 +0,180 3,21288 0,505 0,08462 + 0,015

O Kp esta relacionado proporcionalmente as interacdes quimicas dos enantiomeros
com a fase estacionaria reversa tris-(2,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. O Kp
influéncia nas forcas de atracdo e repulsdo, como ligagcdes de hidrogénio ou interagdes - T,
dos enantiomeros do Fmoc-POAC e a fase estaciondria. O Fmoc-POAC (tz;) teve uma

maior interacdo com a fase estaciondria e conseqiientemente uma valor de Kp

De acordo com a férmula quimica do Fmoc-POAC, sua massa molecular é igual
423g/mol. Sabe que a resisténcia a transferéncia de massa global (1/k,,) ¢ composto por 2
mecanismos separados de transferéncia de massa, resisténcia a transferéncia de massa
interna e externa, apresentado pela Equacao (25), onde dp é o didmetro da particula, Dp € o
coeficiente de difusdo do poro e Ky € o coeficiente de transferéncia de massa externo. (MA,

Z.; WANG, N. H. L., 1997).

Podem-se diferenciar esses dois mecanismos de resisténcias por intermédio do
nimero de Biot mdssico (Biy), o qual € definido pela Equagdo (27). Valores de Biy
tendendo a zero, considera-se que o processo que rege a transferéncia de massa estd situado
externamente ao meio onde hd o fendmeno difusivo e a resisténcia interna € desprezivel em
face a externa. Em condi¢des que o Biy tendendo ao infinito ou com valores maiores que
50, diz-se que a resisténcia externa ao fendmeno de transferéncia de massa é desprezivel
em face ao fendomeno difusivo interno e o fendmeno que rege a transferéncia de massa é a

transferéncia interna (CREMASCO, 2002).

O Ky pode ser obtido pela Correlacdo (28) de Wilson e Geankoplis (1996), a qual é
valida para sistemas liquidos com a limitacao de que 0,0015< Re <55. Onde Sh, Sc e Re
sd0 os nimeros dimensionais de Sherwood, Schmidt e Reynolds. D,, é o coeficiente de

difusdo molecular efetivo, que pode ser estimado pela equacdo de Wilke-Chang, Equacgdo
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(29) (GUIOCHON et al., 1994). O D,, pode ser comparado com Dp por Mackie e Meares
(1995), conforme Equacdo (26). O numero de Reynolds (Re), o qual é definido pela
Equagao (30). O simbolo @ denota o coeficiente de associagdo do solvente do composto, o
qual leva em conta a interagdo molecular do soluto-solvente. Considera-se ¢ igual a 2,6
para solventes para a d4gua e 1 para a acetonitrila. M é a massa molecular, u € a viscosidade
dindmica da solugdo, 7 € a viscosidade cinemdtica da solucdo, T € a temperatura absoluta e
Vi, € o volume molar para o ponto de ebuli¢do. A Tabela 17 apresenta os parametros de
transferéncia de massa dos enantidmeros do Fmoc-POAC na coluna OD-RH (150x4,6
mm), em fase moével composta de acetonitrila e solucdo de 0,1% de acetato de

trietilamonio (TEAA), com pH ajustado em 3,5, na propor¢ao 40:60 (v/v).

Tabela 17: Coeficientes de transferéncia de massa para o primeiro (g;) € o segundo (7x2)
enantiomero eluido do Fmoc-POAC em coluna OD-RH (150x4,6 mm) em fase mdvel

composta por 40% de acetonitrila e 60% de solucao 0,1% de TEAA, com o pH igual a 3,5

Fmoc-POAC | K,, (s”) | 1/K, (s) | Dy (cm’/s) | Biy (cm™) | Dp(em®/s) | Ky(s”) Re
trl 0,018 55 s 0,009
2,7.10 10.10M %0704 1 50324<Re<0,0060
tr2 0,012 86 |2.7.10° 0,004 0,1161

De acordo com os resultados de transferéncia de massa do Fmoc-POAC na coluna
OD-RH (150x4,6 mm) apresentados na Tabela 17, o coeficiente global de transferéncia de
massa (K,,) foi calculado a partir da Equacgdo (35), através dos coeficientes da equacdo de
Van Deemter. Os valores de Re ficaram na faixa de 0,0032 a 0,0060 para as diferentes
vazdes adotadas nos ensaios cromatograficos, que permite adotar a Equacdo (28) para
calcular K; . De posse de Ky, podemos calcular Dp com a Equagdo (25). Os valores de Ky
foram 10" vezes maiores que os valores obtidos para Dp e podemos considerar que a
transferéncia de massa dos enantidmeros do Fmoc-POAC ocorre principalmente no filme
externo a particula do leito, além da possibilidade de afirmar que o Fmoc-POAC nao
difundiu dentro da particula. Observando os valores de Bjy que foram préximo ao valor de

zero, podemos considerar que a resisténcia externa aos poros da particula regem a
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transferéncia de massa (CRESMASCO, 2002). Portanto, mesmo considerando os
tamanhos das particulas do leito fixo empacotado para colunas cromatogréificas de alta
eficiéncia, com o tamanho de 5um, o didmetro pequeno dos poros ndo foi o responsavel
pela limitacdo da particula em se movimentar dentro de seus poros utilizando a fase mével
composta de acetonitrila e solu¢do de 0,1% de acetato de trietilamdnio (TEAA), com pH
ajustado em 3,5, na proporcao 40:60 (v/v). Acredita-se que a viscosidade da fase movel seja
a grande responsdvel pela alta resisténcia a transferéncia de massa dos enantidmeros do

Fmoc-POAC.

4.2.4 Escala Semipreparativa

Foi utilizada uma coluna semipreparativa OD-RH da Chiralcel®, tamanho de
250x21 mm, com particulas de Sum, conhecida comercialmente como OD-RH, composta
pela fase estaciondria reversa tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose. A utilizacdo
dessa fase estaciondria foi baseada em ensaios experimentais realizados anteriormente com
a coluna analitica OD-RH (150x4,6 mm), de fase estaciondria reversa tris-(3,5-
dimetilfenilcarbamato) de celulose, o0s quais tiveram picos resolvidos na separagdo
cromatogrifica do Fmoc-POAC na fase mével composta por acetonitrila e solugdo de 0,1
% de Acetato de trietilamonio (TEAA), com pH ajustado em 3,5, na proporcao 40:60 (v/v).
Os ensaios experimentais foram realizados em duplicatas para a obtengdao dos parametros
cromatogrificos nessa coluna semipreparativa, utilizando a mesma fase mével e a mesma
fase estaciondria da escala analitica. A Figura 37 apresenta o cromatograma da separacio

quiral do composto Fmoc-POAC, com uma resolucao de 0,8.
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Figura 37: Cromatograma do Fmoc-POAC na coluna semipreparativa OD-RH da

Chiralcel®, 250x21 mm, Sum, com fase estaciondria reversa composta por tris-(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose, conhecida comercialmente como OD-RH.

Analisando o perfil cromatografico do Fmoc-POAC na coluna semipreparativa OD-
RH, Figura 37, os picos 1 e 2 sdo considerados impurezas. Os picos 3 e 4 sdo considerados
os enantiomeros do Fmoc-POAC, os quais sdo os enantiomeros (+) € (-), respectivamente,
devido a confirmagao por espectrometria de massa e dicroismo circular. Nomeou-se o pico
3 como tgj, com uma altura de 10,2 cm em papel milimétrico. Nomeou-se o pico 4 como
tr2, com uma altura de 8,7 cm em papel milimétrico. Entre os picos trj e trz, quando se
forma um vale e os picos ndo possuem uma separacdo de linha de base, calcula-se sua
resolucdo baseada na altura do ponto minimo desse vale formado (CASS & DEGANI,
2001). Analisando o cromatograma apresentado na Figura 39, a altura do vale formado
entre os picos trj e trz € 4,9 cm em papel milimétrico. Pelos resultados, a relagdo em
porcentagem entre o vale e o pico try € igual a 56%. Considerando que os enantidmeros do
Fmoc-POAC ¢é uma mistura racemica, a resolu¢ao dos enantiomeros € igual a 0,8. Com as
mesmas condicdes cromatograficas de separacao aplicadas anteriormente, foi injetado uma

massa de 50 mg, com resolu¢do semelhante a obtida no cromatograma acima.
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5. CONCLUSOES

O trabalho realizado indicou a viabilidade da separagdo enantiomérica do Fmoc-
POAC em escala analitica e semipreparativa para as colunas de fases estaciondrias normais
e reversas, de forma isocratica através de CLAE, as quais foram: i) Lux Cellulose-2 da
Phenomenex®, tamanho de 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um. ii) OD da Chiralce1®,
tamanho de 150 mm x 10 mm, particulas de 20 um. iii) OD-RH da Chiralce1®, tamanho de
150 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um. iii) OD-RH da Chiralcel®, tamanho de 250 mm x 10

mm, particulas de 5 um.

Os resultados dos parametros cromatograficos da enantiosseparacdo do Fmoc-
POAC na coluna Lux Cellulose-2 (150x4,6 mm) tiveram resolucdes maiores que dois, com
destaque para a propor¢do 90% de hexano e 10% isopropanol, com uma resolugdo de 18,40
+ 0,031. De acordo com os parametros termodindmicos, a fase estaciondria ficou estavel
nas temperaturas estudadas e a enantiosseparacdo foi direcionada pelo fator entélpico. Os
resultados de parametros de transferéncia de massa encontrados para constante global de
transferéncia de massa (K,,), constante de particao (Kp ), Biot méssico (Biy), coeficiente de
difusdo do poro (Dp ) e o coeficiente de transferéncia de massa externo (Ky) levaram a
concluir que o leito empacotado teve uma transferéncia de massa do Fmoc-POAC

preferencialmente externa a particula.

Os resultados dos parametros cromatograficos da enantiosseparacdo do Fmoc-
POAC na coluna OD (150x10 mm) tiveram resolu¢des maiores que 1,5 utilizando a fase
movel na propor¢do 90% de hexano e 10% isopropanol. Os resultados de parametros de
transferéncia de massa encontrados para constante global de transferéncia de massa (K,,),
constante de particao (Kp ), Biot méssico (Biy), coeficiente de difusdao do poro (Dp) e o
coeficiente de transferéncia de massa externo (Ky) levaram a concluir que a transferéncia de
massa do Fmco-POAC no leito empacotado foi misto, com tendéncias de migracdo interna

e externa na particula.

Os resultados dos parametros cromatograficos da enantiosseparacdo do Fmoc-
POAC na coluna OD-RH (150x4,6 mm) tiveram resolucdes de 1,27 para a fase mével 40%

de acetonitrila e 60% de solucdo 0,1% de acetato de trietilam6nio com pH ajustado em 3,5.

99



Conclusdes

Outras proporcdes desses solventes como fase mével ndo tiveram resultados de separagio.
Os resultados de parametros de transferéncia de massa encontrados para constante global de
transferéncia de massa (K,,), constante de particao (Kp ), Biot massico (Biy), coeficiente de
difusdo do poro (Dp ) e o coeficiente de transferéncia de massa externo (Ky) levaram a
concluir que a transferéncia de massa do Fmco-POAC no leito empacotado foi

preferencialmente externo a particula.

Os resultados dos parametros cromatograficos da enantiosseparacdo do Fmoc-
POAC na coluna OD-RH (250x21 mm) teve uma resolucdo de 0,8 para a fase mdvel
composta de 40% de acetonitrila e 60% de solugdo 0,1% de acetato de trietilamdnio com
pH ajustado em 3,5. A utilizacdo dessa coluna quiral permitiu a separacdo e recuperagdo do

Fmoc-POAC em valores de miligramas, até entdo nao relatado na literatura consultada.

Os resultados obtidos de separacdo enantiomérica do Fmoc-POAC em coluna de
fase estaciondria normal, de elui¢c@o isocrdtica, foi um avango para estudos de purificagdo
quiral desse peptideos, sem relatos bibliograficos. Um primeiro passo a purificagio quiral e
recuperacdo do Fmoc-POAC em escala semipreparativa foi dado, com uma separacdo
enantiomérica nas colunas OD (150x10 mm) e OD-RH (250x21 mm), com inje¢des de até
50 mg de Fmoc-POAC por corrida cromatogréfica, oferecendo uma alternativa para
separacdo enantiomérica do marcador molecular Fmoc-POAC através de bateladas ou uma

possivel utiliza¢ao do leito mével simulado.

Acredita-se que a coluna de fase reversa seja a mais adequada para a separacio e
recuperacdo do Fmoc-POAC devido a maior solubilidade do Fmoc-POAC racémico em
solventes polares e a possibilidade de injetar maiores cargas desse composto nessa coluna,

embora as colunas quirais de fase estaciondria normal apresentarem maiores resolucoes.
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