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Resumo

O secnidazol corresponde a formulacdo 1-(hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol e possui
espectro de atividade contra microorganismos anaerdbicos e eficdcia no tratamento de amebiase,
giardiase, tricomoniase e vaginose bacteriana. Ele € comercializado na forma racémica, isto €, na
proporcdo 1:1 dos seus enantidmeros R e S. Nao € oficial em nenhuma farmacopeia. Estudos
relatam que para alguns imidazdis o enantidmero R apresenta maior atividade bioldgica frente ao
enantiomero S. Portanto a separacdo do secnidazol € importante para testes bioldgicos
comparativos de efeitos colaterais. Inserindo-se neste contexto, foi desenvolvido este trabalho de
pesquisa com o intuito de estudar a resolu¢c@o enantiomérica do farmaco secnidazol pela técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna recheada com fase estaciondria
tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. Experimentos de pulsos com solu¢des diluidas foram
realizados variando a vazao de fase mével de 1,0 a 2,5 mL/min e as temperaturas de 20 a 35°C.
Os resultados mostraram alta eficiéncia, com nimero de pratos superando 1000 e fatores de
separacdo na ordem de 7,0. Os valores negativos de AH°® e AS  indicam que a adsorcdo dos
enantiomeros da fase mével na fase estaciondria € entalpicamente favoravel. Experimentos a altas
concentracdes (condicdes de sobrecarga) foram realizados com a finalidade de determinar as
isotermas nao-lineares pelo método da andlise frontal e também os perfis de eluicdo sob estas
condi¢des. As isotermas de adsor¢do apresentaram comportamento ndo-linear e o modelo de
Langmuir foi bem correlacionado aos dados experimentais de equilibrio no intervalo de
concentracdo analisado. A partir da metodologia shortcut foram obtidos os parametros
operacionais da unidade leito mével simulado. As purezas alcancadas para as correntes de extrato

e refinado foram 85,50% e 72,50%, respectivamente.

Palavras-chave: secnidazol, cromatografia liquida de alta eficiéncia, enantidmeros, parametros

cromatograficos.



Abstract

The chemical formula of secnidazole is 1-(hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitroimidazole. It
acts activity against anaerobic microorganisms and is effective in the treatment of amebiasis,
giardiasis, trichomoniasis, and bacterial vaginosis. It is marketed in the racemic form, that is,
proportion 1:1 of their R and S-enantiomers. It's not officially recognized by any pharmacopoeia.
Studies have reported that for some imidazoles the R-enantiomer has a higher biological activity
than the S-enantiomer. For this reason the separation of secnidazole is important for comparative
biological tests of side effects. It is in this context that this research was developed in order to
study the enantiomeric resolution of drug secnidazole by the technique of high performance
liquid chromatography using stationary phase column packed with amylose tris (3, 5-
dimethylphenylcarbamate). Pulse experiments with dilute solutions were conducted by varying
the mobile phase flow (1.0 to 2.5 mL/min) and temperature (20 to 35 °C). The results revealed

high efficiency, with number of plates overcoming 1000 and selectivities in the order of 7.0. The

negative values of AH°and AS indicates that the enantiomer adsorption from the mobile phase
to stationary phase is enthalpically favorable. Experiments in overloaded conditions were realized
to obtain the equilibrium adsorption isotherms by frontal analysis, as well overload elution
profiles. The adsorption isotherms shown a nonlinear behavior and the Langmuir model was well
correlated to equilibrium experimental data in the range of investigated concentration. From the
shortcut method operating parameters were obtained to the simulated moving bed unit. The

purities reached for the extract and raffinate lines were 85.50% and 72.50% , respectively.

Keywords: secnidazole, high performance liquid chromatography, enantiomers,

chromatographic parameters.
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Coeficiente da equacdo de van Deemter (cm) referente a transferéncia de massa
Concentracdo do componente i na fase liquida (mg/mL)

Concentra¢do do componente i na alimentagcdo da coluna (mg/mL)
Concentra¢do do componente i na segunda frente de adsor¢ao (mg/mL)
Concentragdo do componente i no platd intermedidrio (mg/mL)

Diametro da particula (cm)

Diametro da coluna (cm)
Coeficiente de dispersao axial

Difusividade molecular

Altura equivalente a um prato tedrico
Constante de Henry

Fator de retencao

Coeficiente de transferéncia de massa global

Comprimento da coluna (cm)
Comprimento das zonas de transferéncia de massa (m)

Massa molecular (g/mol)
Numero de pratos tedricos

Concentracdo do soluto i na fase estaciondria (mg/mL)
Capacidade de saturagdo dos sitios enantiosseletivos
Vazao volumétrica (mL/min)

Vazao de alimenta¢do (mL/min)

Vazao na zona 1 (mL/min)

Vazao na zona 2 (mL/min)

Vazio na zona 3 (mL/min)

Vazao na zona 4 (mL/min)

Constante universal dos gases ideais = 8,314472 J/ Kmol
Resolugdo do sistema
Tempo a 5% do platd de concentra¢io (min)
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Tempo a 95% do platd de concentragdo (min)
Tempo (min)

Tempo de inflexao (min)

Tempo de injec@o (min)

Tempo de reten¢do de um composto ndo retido
Tempo de retencdo do componente i (min)
Tempo de troca (min)

Temperatura (°C, K)
Temperatura de isoenantiosseletividade (K)

Velocidade superficial da fase mével (cm min'l)
Velocidade intersticial da fase mével (cm min™)

Velocidade de onda de difusao (m/s)
Velocidades de onda de choque (m/s)

Volume (mL)
Volume morto da coluna (mL)

Volume de reten¢do da primeira frente de adsorcdo (mL)
Volume de reten¢do da segunda frente de adsor¢ao (mL)
Volume de reten¢do da primeira frente de dessor¢ao (mL)
Volume de adsorvente (mL)

Volume da coluna (mL)

Volume de retardamento da fase mével (mL)

Volume morto total (mL)

Largura dos picos a meia-altura (cm)

Variagado da energia de Gibbs (J/mol)
Entalpia molar de adsorcao (KJ/mol)
Entropia molar de adsor¢do (J/mol)

A(AG®) Variacdo da energia de Gibbs (J/mol)

A(AH®) Variagao da entalpia de adsor¢ao (KJ/mol)

A(AS®) Variacdo da entropia de adsorcdo (J/mol)
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Segundo momento

Fator de separacao (seletividade)
Porosidade do leito

Porosidade da particula
Porosidade total do leito
Comprimento de onda (nm)



Primeiro momento absoluto

H

y7n Segundo momento central

H Primeiro momento (min)

7 Constante da equacao da dispersao axial
7, Constante da equacao da dispersao axial
v Velocidade superficial (m/s)

¢ Coeficiente de associagdo do solvente
Abreviaturas

ACN Acetonitrila

AF Andlise frontal

AFPC  Andlise frontal por pontos caracteristicos
CLAE  Cromatografia liquida de alta eficiéncia
EPC Elui¢do por pontos caracteristicos

FEQ Fase estaciondria quiral

FM Fase mével

IPA Isopropanol

LMS Leito mével simulado

LMV Leito mével verdadeiro

MI Meétodo inverso

MP Método da pertubacao

TTBB 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno

UOP Universal oil products

UV-Vis

Ultravioleta- visivel
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Capitulo 1

1. Introducao

A quiralidade € uma caracteristica proeminente dos sistemas bioldgicos, presente desde as
moléculas aos seres humanos e inerente a quase todos os processos bioquimicos e fisiolgicos. A
questdo da quiralidade tornou-se cada vez mais importante no processo de pesquisa farmacéutica

e desenvolvimento de novos farmacos (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002).

De acordo com MAIER et al. (2001) a natureza quiral dos sistemas vivos tem implicagcdes
evidentes em compostos biologicamente ativos que interagem com eles. Em nivel molecular,
quiralidade representa uma propriedade intrinseca dos "blocos de construcdo da vida", tais como
aminoacidos e acucares, e portanto, de peptideos, proteinas e polissacarideos. Como
conseqiiéncia, os processos metabdlicos e reguladores mediados por sistemas bioldgicos sdo
sensiveis a estereoquimica e respostas diferentes podem ser freqiientemente observadas quando
se comparam as atividades de um par de enantidmeros. Estereosseletividade ¢ muitas vezes uma
caracteristica de reacOes enzimdticas, interagdes mensageiro-receptor € processos metabolicos,
que pode variar interespecificamente e até mesmo de um individuo para o outro. Portanto, a
estereoquimica deve ser considerada quando se estuda xenobidticos, tais como farmacos,

agroquimicos, aditivos alimentares, aromas ou fragrancias.

O interesse na quiralidade e suas consequéncias ndo € um fendmeno recente. No entanto,
durante a dltima década tem suscitado crescente expectativas devido a razdes economicas e
cientificas, e a indudstria farmacéutica foi a principal incentivadora e contribuinte nesse processo
(MAIER et al., 2001). O interesse nesta drea contribiu para o planejamento e sintese de novos

produtos farmacéuticos, ji que o uso de farmacos quirais enantiomericamente puros pode ser
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vantajoso por possibilitar a redu¢do na dose administrada, a simplificagdo na relacdo dose-
resposta, a remoc¢do da fonte de variabilidade inter-objeto e a reducdo na toxicidade devido ao
isdmero inativo (CALDWELL, 1996). Porém existe a possiblidade de um enantidmero racemizar
em solu¢do ocorrendo o fendmeno da “inversdo quiral”. A inversao quiral ocorre quando um
estereoisomero € metabolicamente convertido em seu enantidmero sem outra alteracdo na
estrutura. Os exemplos mais conhecidos dos agentes submetidos a esse tipo de transformacao
sdo: os dcidos 2-arilpropidnico (2-APAs) antiinflamatdrios nao-esterdides (AINEs), por exemplo,
ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, e os relacionados dcidos herbicidas 2-
ariloxipropidnicos, por exemplo, haloxifop. Esta caracteristica conduz a uma aceitacdo da

comercializa¢do de farmacos estereoisoméricos na forma de racemato (LIMA, 1997).

Adicionalmente, as autoridades governamentais que regularizam a produgdo e distribui¢ao
de farmacos, como por exemplo o “Food and Drug Administration” (FDA, EUA) e 6rgaos
equivalentes na Europa, China e Japao enfatizam a necessidade de se ter informacgdes sobre as
propriedades fisico-quimicas, cinéticas e dindmicas estereosseletivas de farmacos quirais e
também fornecem orientagdes indicando que de preferancia apenas o enantidmero ativo do

farmaco quiral deve ser trazido para o mercado (LI e HAYNIE,2006).

Enantidmeros possuem propriedades fisicas semelhantes tais como: pontos de fusdo e
ebulicdo, indice de refracdo, solubilidade, espectros de infravermelho e demais propriedades
fisicas (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). Portanto ndo podem ser analisados pelos métodos
comuns, necessitando de técnicas analiticas especiais, tanto do ponto de vista qualitativo quanto
quantitativo. Alguns métodos empregados sdo: polarimetria, ressonancia magnética nuclear,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gas-liquido com fase estaciondria quiral,

birrefringéncia circular 6ptica rotatoria e dicroismo circular (LIMA, 1997).

Enantidmeros puros podem ser obtidos por sintese assimétrica ou a partir da resolucdo da
mistura racémica. A sintese assimétrica € ttil para obtencdo de pequenas quantidades, porém
devido ao tempo utilizado, torna-se invidvel para a obtencdo das quantidades necessdrias nas
fases iniciais do processo de descoberta de farmacos. Na pesquisa e desenvolvimento inicial de
farmacos quirais, o tempo é uma questao-chave, o que significa que o processo para a geracao de

enantidmeros puros tem que ser rapido e aplicdvel a compostos quirais representando uma grande
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diversidade na estrutura quimica. Cromatografia enantiosseletiva em fase estaciondria quiral
(FEQ) € considerada a rota mais eficiente e geral para a obtencao de enantiomeros de alta pureza
Optica, e tornou-se uma ferramenta eficiente na pesquisa farmacéutica e desenvolvimento inicial
de farmacos (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). As fases estaciondrias quirais (FEQs) sdo,
obviamente, um elemento chave na cromatografia enantiosseletiva. Uma FEQ ideal deve
apresentar as seguintes caracteristicas: ser universal (alta capacidade de reconhecimento), deve
ser robusta e duradoura (estabilidade quimica e fisica), deve tolerar uma grande variedade de
fases moveis e deve estar disponivel em grandes quantidades e a um preco razoavel

(FRANCOTTE, 2005).

O secnidazol foi inicialmente sintetizado na Franca nos laboratérios de pesquisa da
Rhone-Poulenc (BENAZET e GUILLAUME, 1976). E um dos derivados nitroimidazélicos mais
recentes e possui espectro de atividade contra microorganismos anaerobicos e eficidcia no
tratamento de amebiase, giardiase, tricomoniase e vaginose bacteriana (GILLIS e WISEMAN,
1996). O secnidazol é rapidamente e completamente absorvido apds administra¢do oral e possui
maior meia-vida em relagdo aos fairmacos comumente usadas nesta classe. Portanto o tratamento
com secnidazol é mais rdpido e significativamente mais eficaz que o tratamento com outros
farmacos imidazéis além de apresentar menores efeitos colaterais (RIVERA et al., 2000).

Entretanto ele ainda nao € oficial em nenhuma farmacopéia (BAKSHI e SINGH, 2004).
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1.1. Motivacao para o trabalho

O secnidazol foi introduzido no Brasil em 1975 e desde entdo nenhum estudo sobre sua
resolucdo enantiomérica foi realizado. Quando foi sintetizado pela primeira vez na Franca houve
o reconhecimento de suas atividades contra a amebiase e tricomoniase, mas ele ndao foi
desenvolvido porque o metronidazol parecia ter resolvido o problema de tratamento da
tricomoniase e revelado-se promissor para o tratamento do figado e amebiase intestinal
(BENAZET E GUILLAUME, 1976). Porém estudos comprovam que o secnidazol € mais

eficiente que o metronidazol e pode ser utilizado em doses menores (NUNEZ e GOMEZ, 2005).

Existem vdrios estudos sobre outros imidazéis que comprovam que um dos enantiomeros €
farmacologicamente ativo enquanto o outro pode ser inativo ou toxico (ABOUL-ENEIN e ALI,

2001).

Seguindo este contexto, varios foram os fatores que motivaram a realizacdo deste trabalho de

pesquisa. Dentre os quais podem ser citados:

e A boa separacdo cromatogrifica de alguns imidazdis em coluna contendo fase estaciondria
quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. Segundo ALI (2009) a resolugdo
enantiomérica de vdrios antifungicos imidazdlicos tém sido reportados em FEQs baseadas em
ciclodextranas e polissacarideos.

e A auséncia, na literatura cientifica, de trabalhos demonstrando o potencial de separacdo

enantiomérica do secnidazol.
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1.2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo principal o estudo da separacdo cromatografica do
farmaco secnidazol em seus enantiomeros puros utilizando como fase estaciondria quiral tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, conhecida comercialmente como Chiralpak® AD. Para atingir

o objetivo geral tragcaram-se as seguintes metas:

e Screening de uma fase mével para separacdo cromatografica dos enantiomeros do secnidazol,
a partir dos solventes em diferentes composicoes.

e Verificacdo da influéncia da vazao de fase movel e temperatura no processo de separagao.

e Determinacio dos parametros de separacdo cromatogréfica e de transferéncia de massa.

e Obtencgdo dos parametros termodinamicos de separacao.

e Determinacdo das condi¢des de equilibrio dos enantidmeros na passagem pela coluna,
através de suas isotermas de adsorcao.

e Separagdo continua em leito mével simulado através do método shortcut.
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2. Revisao Bibliografica

2.1. Fundamentos de estereoquimica

2.1.1. Introducao

Este capitulo tem o objetivo de apresentar
uma revisdo da literatura referente aos
fundamentos de estereoquimica, farmacos
nitroimidazéis, pardmetros de  separagdo
cromatografica de moléculas quirais e a
determinacdo de parimetros importante para
separacdo continua utilizando a tecnologia de

leito movel simulado (LMS).

A maioria das moléculas que constituem as plantas e animais sdo quirais, € geralmente

apenas uma forma da molécula quiral ocorre em uma dada espécie. O corpo humano, por

exemplo, € estruturalmente quiral, com o coragdo localizado a esquerda do centro, e o figado a

direita (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). A Figura 2.1 apresenta a representacdo de um

composto quiral. O composto apresenta como centro esterogénico um carbono com quatro

ligantes diferentes.
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Figura 2.1 — Representacdo esquemadtica de moléculas quirais.

A atividade de farmacos contendo estereocentros pode, semelhantemente, variar entre
enantidmeros (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). Muitas vezes um deles representa o isdmero
mais ativo para uma determinada ac¢do (eutdmero), enquanto o outro (distdmero) pode ser ativo
em uma forma diferente, contribuindo para os efeitos colaterais, exibindo toxicidade, ou atuando
como antagonista (MAIER et al., 2001). Um exemplo cléassico da importancia da quiralidade na
inddstria farmacéutica e que ndo pode ser esquecido € o da talidomida. Na década de 60, a
talidomida foi comercializada na sua forma racémica como um sedativo, para aliviar nduseas
matinais em gestantes, porém apresentou sérios efeitos colaterais. Estudos posteriores
confirmaram que apenas o R-enantidmero possui a atividade sedativa desejada, enquanto que o

S-enantidmero apresenta propriedades teratogénicas, levando a deformacdes congénitas em fetos,

quando administrado em gestantes (SILVA JR et al., 2009).

2.1.2. Estereoquimica

Louis Pasteur foi um dos primeiros a reconhecer a importancia dos aspectos espaciais de
produtos bioldgicos, embora remédios de ervas contendo estereoisdmeros tinham sido usados
como farmacos por séculos (SMITH, 1989). Isdbmeros podem ser definidos como moléculas que

possuem o mesmo nimero do mesmo tipo de d&tomos dispostos de maneiras diferentes, podendo
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possuir diferentes classificacdes de acordo com a distribuicdo atdomica (isdmeros de fungdo, de
cadeia, etc) (LIMA, 1997). Existem duas grandes categorias de isdmeros: constitucional (ou

estrutural) e isOmeros estereoisomeros.

Isdbmeros constitucionais tém a mesma férmula molecular, mas os 4tomos estdo dispostos
em posicoes diferentes. Estes sdo agentes quimicamente distintos. No entanto, eles podem possuir
propriedades farmacolégicas semelhantes (por exemplo, Cy H30s que é a férmula molecular
para a cortisona, prednisolona e aldosterona) ou podem ter a¢des muito diferentes (por exemplo,

CioHsCINO que € a féormula molecular para o cloreto de edrofénio e cloridrato de efedrina).

EstereoisOmeros t€ém conjuntos idénticos de dtomos que estdo configurados nas mesmas
posicdes, mas estdo dispostos espacialmente de forma diferente. H4 duas formas principais de
estereoisOmeros: isdOmeros geométricos e isdmeros Opticos (ou enantidmeros). Isdomeros
geométricos possuem uma ligacdo rigida planar sobre quais os grupos de dtomos ndo sdo capazes
de girar livremente. Isdmeros Opticos foram assim chamados devido sua capacidade de girar no
plano de luz polarizada. Enantidmero € um termo sindnimo (e preferido) que se refere a isOmeros
opticos tendo uma relacdo de imagem de espelho um do outro. Enantiomeros t€ém as mesmas
propriedades quimicas, mas falta um plano de simetria e, portanto, ndo sdo sobreponiveis: eles
giram a luz polarizada igualmente, mas em direcdes opostas. Isdmeros Opticos sdo mais comuns

do que isdomeros geométricos (CORDATO et al., 2003).

As moléculas que apresentam mais de um centro quiral apresentam a diastereoisomeria.
Diastereoisomeros (ou diasteredmeros) referem-se a moléculas que possuem a mesma
configuragdo em um ou mais centros quirais e configuragdes diferentes em um ou mais centros
quirais. Eles ainda sdo isdmeros 6pticos, mas devido a diferentes relacdes entre os seus centros de
carbono e grupos quimicos ligados eles ndo estdo relacionados como imagens de espelho.
Diastereoisomeros tém diferentes propriedades fisicas e quimicas tais como pontos de fusdo e
ebulicio e solubilidade, e podem ter diferentes propriedades farmacocinéticas e

farmacodinamicas; portanto, eles sdo considerados farmacos diferentes (CORDATO et al., 2003).

Outro tipo de compostos quirais € também de grande importancia farmacéutica sdo os

chamados atropoisdmeros. Atropoisdmeros sdo compostos quirais originados pelo impedimento
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estérico de uma ou mais ligacdes simples. Por esse motivo atropoisdmeros sdo também

conhecidos por rotameros (ORLANDO et al., 2007). A Figura 2.2 apresenta a classificagdo dos

isOmeros:
I3OMERDS
I3OMEROS CONSTITUCIONALS ESTEREOISOMERCS
(ESTRUTURALY) (13OMEROS ESFACIALD
|
I3OMERDS 2
ISOMEROS
CONFIGURACION AL CONFORMACIONALS
| |
INVER3AC DE ANEL

I
[ ]

I3OMEROS CI3-TRANS DIASTEREOISOMEROS CONTENDO UM CENTRO QUIRAL

Figura 2.2 — Classificacao dos isdmeros. (Extraido de SMITH, 2009).

2.1.3. Enantiomeros

Enantidmeros sdo estereoisdmeros que possuem a mesma férmula molecular e que ndo se
sobrepdem, sendo imagem especular um do outro. Apresentam as mesmas propriedades fisicas e
quimicas, tais como: ponto de fusdo e ebulicdo, solubilidade, densidade, dentre outras. Os
enantidmeros giram no plano de luz polarizada em direcOes opostas e em quantidades iguais
(SMITH, 2009). Apresentam comportamento diferente apenas quando interagem com outras
substancias quirais. Eles apresentam taxas diferentes de reagdo para outras moléculas quirais -

isto é, para os reagentes opticamente ativos (SOLOMONS e FRYHLE, 2000).

2.1.4. Quiralidade

O conceito de quiralidade e sua importancia como um fator determinante das propriedades

farmacoldgicas tem sido uma parte do conhecimento cientifico desde meados de 1800 (REDDY e
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MEHVAR, 2004). A partir de particulas elementares para os seres humanos- como o0 DNA, RNA
e aminodcidos, a quiralidade é encontrada em uma ampla gama de objetos. A projecdo de uma
mao esquerda sobre uma folha de papel € idéntica com a proje¢do de uma mao direita se vocé
cortd-la e vird-la (Figura 2.3) (WAGNIERE, 2007). Existem vdrios exemplos de quiralidade em
nosso meio, por exemplo, as pinturas dos timulos no Egito, as estruturas helicoidais de plantas e
os animais. Resumidamente, quiralidade existe em quase todo este universo e estd associada com

a origem da terra (ALI et al., 2003).

Figura 2.3 — Quiralidade. (Extraido de WAGNIERE, 2007)

Quiralidade e nogOes afins, tais como proquiralidade sdo conceitos centrais da
estereoquimica e tendem a permear todos os campos da quimica e bioquimica. O nome
"quiralidade" em si foi cunhado por Lord Kelvin. Agora, o nome Kelvin estd associado a célebre
defini¢do: "Eu chamo qualquer figura geométrica, ou grupo de pontos, quiral, e digo que tem
quiralidade, se a sua imagem num espelho plano, idealmente realizado, ndo pode ser trazido para
coincidir com ela mesma". Esta definicdo de Kelvin domina universalmente a concep¢do de

quiralidade em quimica e bioquimica (GUENNES, 1998).

A quiralidade (lateralidade) de moléculas enantioméricas € causada pela presenca de um
ou mais elementos de quiralidade (eixo de quiralidade, plano de quiralidade, ou centro de

quiralidade) em sua estrutura. O sentido da quiralidade e atividade 6ptica dos enantiomeros sao
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determinadas pela sua configuracdo absoluta, ou seja, o arranjo espacial dos 4&tomos na molécula.
Em contraste com a sua conformagdo, a configuragdo dos enantidmeros nao pode ser alteradas
sem uma mudanca na conectividade dos atomos constituintes (DAVANKOV, 1997). Na maioria
das vezes essas moléculas possuem um centro de assimetria focada em um 4tomo especifico na
molécula. Com relacdo a esses centros de assimetria, os farmacos quirais podem assumir varias
formas. Na maioria dos casos, o centro esterogénico € um adtomo de carbono tetraédrico ao qual
estdo ligados quatro substituintes distintos. Alternativamente, entre os farmacos quirais pode
possuir dtomos de enxofre ou fosforo em seus centros de assimetria (REDDY e MEHVAR,

2004).

Do que foi mencionado até agora, pode parecer que a atividade 6ptica de uma molécula
estd ligada a ocorréncia de um (ou mais) centro (s) atdmico (s) assimetricamente substituido. Mas
isso ndo precisa ser o caso: um belo exemplo para outro tipo de molécula quiral pode ser
encontrado nos helicenos, hidrocarbonetos aromadticos orto-condensados policiclicos, que
devido ao impedimento estérico, sdo for¢cados a adotar uma estrutura ndo planar. Em uma
molécula, como o hexaheliceno, nao existem atomos de carbono assimétricos no sentido usual.
Em vez disso, a molécula como um todo é obrigada a assumir uma conformacdo helicoidal de
simetria que pode ser no sentido hordrio ou anti-horério (Figura 2.4). A molécula, portanto,

apresenta quiralidade intrinseca (WAGNIERE, 2007).

Figura 2.4- Molécula de hexaheliceno. (Extraido de WAGNIERE, 2007)
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2.2. Farmacos com espectro de atividade contra bactérias e protozoarios anaerobios

2.2.1. Introducio

Infecgdes parasitdrias e bacterianas que afetam o trato gastrointestinal representam uma
importante causa de morbidade e mortalidade no mundo. Os farmacos nitroheterociclicos estido
disponiveis desde o inicio dos anos 1960 para o tratamento de protozodrios anaerdbios. A
aplicacdo destes farmacos tem aumentado e sdo atualmente utilizados para tratar bactérias
patogénicas anaerdbias e protozodrios. Os 5-nitroimidazdéis sdo um grupo bem estabelecido de
agentes antibacterianos e antiprotozodrios que inibem o crescimento de ambas bactérias
anaerébias e certos protozodrios anaerdbios. As importantes atividades antibacteriana e
antiprotozodria dos nitroimidazdis estdo associadas com o metabolismo redutivo que levou a um
interesse considerdvel na redu¢do quimica do nitroimidazol e a sintese de novos farmacos

altamente eficazes (MITAL, 2009).

2.2.2. Farmacos nitroimidazois

A introdugdo de farmacos nitroheterociclicos no inicio dos anos 1960 anunciou uma nova
era no tratamento de infec¢gdes causadas por bactérias gram-negativas e gram-positivas e de uma
variedade de protozodrios patogénicos. O antibidtico azomicina (um 2-nitroimidazol), isolado no
Japao a partir de um estreptomiceto em 1955, foi o primeiro nitroimidazol ativo a ser descoberto
e atuou como o principal impulso para a busca sistemdtica de fairmacos com atividade contra
protozodarios anaerdbios. Considerando a sua atividade de largo espectro contra microrganismos
anaerdbios, vdrias investigacOes em relacOes a estrutura-atividade desta classe de substincias
foram realizadas, indicando que os 5-nitroimidazéis sd@o mais eficazes do que seus isdmeros 4-
nitro (TTIAN et al., 2003). Isto levou a sintese do 5-nitroimidazol metronidazol (1-B-hidroxietil-2-
metil-5-nitroimidazol) e da demonstracdo de sua atividade contra tricomoniase. Posteriormente, o
metronidazol mostrou-se eficiente contra a giardiase, amebiase e vaginose bacteriana (UPCROFT
et al., 1999). Na década de 1960 o potencial do farmaco como tratamento para a amebiase -
doenca grave tropical - foi explorado e estabelecido em ambas as formas intestinal e extra-

intestinal (NOTOWICZ, 1978).
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Compostos nitroheterociclicos tém uma grande variedade de aplicagdes, que vao desde
conservantes de alimentos a antibidticos. Os nitroimidazdis t€m usos terapéuticos como agentes
antibacterianos anaerdbios e antiprotozodrios. A atividade antimicrobiana destes agentes
quimioterdpicos inibe o crescimento de bactérias anaerdbicas e alguns protozodrios anaerdbios,
como Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Eles tém outras
atividades bioldgicas interessantes do potencial terapéutico, tais como, radiosensibilizadores no
tratamento do cancer, controle da fertilidade, e na terapia antituberculose. Os derivados 5-
nitroimidazdis foram testados em células e em ensaios de enzima contra o HIV-1 da transcriptase
reversa recombinante. Os 2-nitroimidazdis desempenham um papel importante como marcadores
biorredutiveis de tumor, como radiosensibilizadores, e alguns também demonstram atividade
antiprotozodria. Alguns derivados dinitro e mono nitroimidazol tem sido previsto como notdveis
radiosensibilizadores, agentes antiprotozodrios e antibacteriano ou antiepilépticos (MITAL,
2009). Além disso, farmacos nitroimidazdis sdo amplamente utilizados como aditivos para
estimular o crescimento, prevenir e controlar doencas, no entanto, devido a suas propriedades
potenciais carcinogénicas e mutagénicas para os seres humanos, suas aplicacdes para animais
produtores de alimentos tém sido proibida em muitos paises para assegurar a protecao eficaz dos

consumidores (LIAO et al., 2010).

Desde o seu surgimento na década de 1960, o metronidazol tem sido o principal farmaco
contra a amebiase intestinal ou extra-intestinal, assim como muitas infec¢cdes por protozodrios.
No entanto, como esperado, depois de um periodo tdo longo, a resisténcia ao metronidazol
amebiana tem sido relatada. O sucesso desses farmacos depende da ativagdo redutiva do grupo
nitro com o farmaco S5-nitro, que € controlada pelo sistema redox da célula-alvo. Como
conseqiiéncia, as espécies com caminhos alterados, ausente ou elevado potencial redox sdo
resistentes aos farmacos 5 nitroimidazdis. Felizmente, alguns medicamentos t€ém sido citados
como eficazes contra amebas resistente ao metronidazol: tinidazol, nitazoxanida, cloroquina,

paromomicina e outros (LEIROS et al., 2004; PALHARES, 2008).

Os nitroimidazo6is sdao imidazo6is heterociclicos com um grupo nitrogénio incorpado em

sua estrutura. A triagem de bioensaios de derivados dos 5-nitroimidazoéis resultou na descoberta
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do dimetridazol, metronidazol, ornidazol, secnidazol, ronidazol, e ipronidazol. As estruturas

destes farmacos s@o dadas na Figura 2.5 (PINTO et. al, 2010; TIAN et al., 2003).
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Figura 2.5- Estruturas quimicas dos nitroimidazdis.

Os nitroimidazdis sdo farmacos muito semelhantes em sua estrutura e, portanto, tém
vdrias propriedades bioldgicas em comum. Assim, o grupo 5-nitro € essencial para a sua acao
terapéutica, e seu grau de atividade contra bactérias anaerdbias e protozodrios parasitas de seres
humanos e animais € muito semelhante. Certas propriedades toxicoldgicas também sdo comuns
aos nitroimidazoéis, notavelmente a sua capacidade de induzir mutagdes em varios sistemas de
teste bacteriano e aumentar a producao de tumores em animais de laboratério. Ambas atividades
antimicrobiana e mutagénica envolvem a redugdo do grupo 5-nitro com a formagdo de um
derivado de hidroxilamina de curta duracdo que podem se ligar covalentemente a

macromoléculas de tecidos diversos (RAETHER e HANEL, 2003).
2.2.3. Secnidazol

O secnidazol corresponde a formulagdo 1-(hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (Figura
2.6) com férmula molecular C;H;;N303; e massa molar de 185,18 g/gmol. Foi sintetizado pela

primeira vez nos laboratérios de pesquisa da Rhone-Poulenc na Franca. Na época foram
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reconhecidas suas atividades contra tricomoniase e amebiase, mas o produto nio foi desenvolvido
porque o metronidazol (que havia sido sintetizado nos mesmos laboratdrios) parecia ter resolvido
o problema terapéutico da tricomonose e revelou-se muito promissor para o tratamento do figado

e amebiase intestinal (BENAZET e GUILLAUME, 1976).

'?l\,,o

OH

Figura 2.6- Estrutura quimica do secnidazol.

O secnidazol € um dos derivados nitroimidazdlicos mais recentes, € como jd citado, possui
espectro de atividade contra microorganismos anaerdbicos e eficdcia no tratamento de amebiase,
giardiase, tricomoniase e vaginose bacteriana (GILLIS e WISEMAN, 1996). Por ser
completamente absorvido apds administracdo oral e possuir maior meia-vida de eliminacdo
terminal (17 h a 29 h) além de demonstrar uma poténcia antiamebiana dez vezes maior que o
metronidazol e o ornidazol pode ser uma valiosa alternativa em substituicdo destes farmacos
devido aos menores efeitos colaterais. Se o enantidmero ativo do racemato puder ser usado, a
dosagem pode ser reduzida a metade. Assim, a necessidade de obter enantidmeros opticamente

puros do secnidazol € bastante 6bvia (BACKER et al., 2010; TIAN et al., 2003).

As evidéncias disponiveis sugerem que o secnidazol € tdo eficaz quanto os outros
farmacos 5-nitroimidazéis no tratamento de infec¢des causadas por protozodrios e vaginose
bacteriana. A conveniéncia e facilidade de administracao associados com a terapia de dose Unica,
combinada com um bom perfil de tolerabilidade, fazem do secnidazol uma op¢do adequada a
outros tratamentos de dose Unica e uma alternativa atraente para os regimentos de doses multiplas

com outros farmacos desta classe (GILLIS e WISEMAN, 1996). Porém o secnidazol ainda nao é



16
Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

oficial em nenhuma farmacopéia e nao hé informacgdes na literatura sobre o comportamento de
estabilidade deste fairmaco sob condi¢des hidrolitica, oxidativa e térmica (BAKSHI e SINGH,
2004).

2.2.3.1. Determinacio da configuraciao absoluta do secnidazol

O ornidazol e o secnidazol sdo ambos dlcoois secunddrios, o primeiro € uma cloridrina
com o dtomo de cloro na posi¢dao terminal. Cloridrinas podem ser separadas a partir de seus
antipodas 6pticos por resolucdo de lipase-catalisada e de acordo com a literatura foi demonstrado
que a lipase a partir de Pseudomonas sp. é a melhor escolha entre as enzimas comerciais
disponiveis. Se os substituintes dos dois lados de um alcool secundério diferirem em tamanho e
um lado possuir um sistema carbociclico ou aromético como 0 maior grupo, a
enantiosseletividade poderd ser satisfatéria. A configuracdo absoluta do secnidazol pode ser
deduzida pela regra de Kazlauskas, na qual se prevé que o enantidmero mostrado na Figura 4.9
prossegue mais rapidamente do que o seu antipoda na esterificacdo lipase-catalisada de alcoois
secunddrios. M e L representam substituintes médio e grande, respectivamente. Se a regra de
Kazlauskas for aplicdvel ao secnidazol, a configuracdo absoluta do secnidazol acilante [(-)-sec],

devera ser R.

Figura 2.7 — Regra de Kazlauskas para a enantiopreferéncia da lipase da Pseudomonas sp.

A fim de verificar a inferéncia sobre configuracao absoluta do R-(-)-sec, foi preparado um
derivado correspondente R-(-)-5 [R-(-)-4-bromo-benzdico-1-metil-2-(2-metil- 5-nitroimidazol-1-

v1)- éster etilico] (Figura 2.8).
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Figura 2.8 — Preparacdo do derivado R-(-)-5 correspondente ao R-(-)-sec.

Quando este derivado foi recristalizado a partir de acetato de etila / éter de petréleo, um
unico cristal do enantidbmero puro pode ser obtido. A estrutura cristalina do composto R-(-)-5 é

mostrada na Figura 2.9.

Figura 2.9 — Estrutura cristalina do composto R-(-)-5.

Uma vez que o espalhamento de raios-X (cobre) andmalo de bromo processa a

determinagdo direta da estrutura absoluta, a configuragdo absoluta do composto (-)-5 foi
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estabelecida como R, o que significava que a configuracdo absoluta de (-)-sec é R. Assim, a
suposta configuragdo absoluta pela regra de Kazlauskas foi confirmada por cristalografia de
raios-X. Este resultado indica que a regra € util para dlcoois secunddrios que possuem um
substituinte aromdtico heterociclico apesar da sua estrutura eletronica nao-uniforme (TIAN et

al.,2003).

2.3. Farmacos quirais

A quiralidade dos farmacos é hoje um tema importante na concepc¢do, descoberta,
desenvolvimento, lancamento e comercializacdo de novos farmacos. A estereoquimica € uma
dimensao essencial na farmacologia, uma vez que cerca de 56% dos farmacos atualmente em uso
sd0 compostos quirais, € 88% desses farmacos quirais sintéticos sdo usados terapeuticamente
como racematos. Nas ultimas décadas a farmacopéia foi dominada por racematos, mas desde o
surgimento de novas tecnologias na década de 1980 que permitiu a preparacdo dos enantidmeros
puros em quantidades significativas, a consciéncia e o interesse na estereoquimica de acdo dos
farmacos aumentou (CARNER et al.,, 2004). Atualmente, € essencial a geracdo do par de
enantidmeros puros, uma vez que muitas vezes eles apresentam diferencas marcantes na atividade
bioldgica. Assim, os enantiomeros individuais t€ém de ser submetidos a avaliagdo completa das
propriedades farmacocinéticas, metabdlicas, fisioldgicas e toxicoldgicas, a fim de identificar o
enantidmero mais adequado para o desenvolvimento de um farmaco terapéutico. Além disso,
esses dados também sdo exigidos por diferentes agéncias reguladoras (ANDERSSON e

ALLENMARK, 2002; RENTSCH, 2002).

Os enantidmeros de um farmaco quiral podem apresentar diferentes comportamentos
bioldgicos e farmacoldgicos em sistemas vivos quirais. Isso pode ser facilmente entendido com o
exemplo de um modelo de farmaco-receptor representado na Figura 2.10. Na posse de diferentes
configuragcdes espaciais, um isdmero ativo pode ligar justamente para os sitios de destino (a, f3,
Y), enquanto um isdémero inativo pode ter uma ligacdo desfavordvel ou se ligam a outros alvos

nao-intencionais.
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Figura 2.10 - Ligacdo estereosseletiva de enantidmeros de um farmaco quiral. (Extraido de LIN

etal., 2011)

Efeitos farmacoldgicos de farmacos quirais podem ser classificados da seguinte forma:

1. Ambos enantibmeros agem no mesmo alvo biologico, mas um isémero tem afinidade
maior de ligacdo do que a outro. Por exemplo, o carvedilol € comercializado como um racemato
para o tratamento de hipertensao e insuficiéncia cardiaca congestiva.

2. Ambos enantiomeros agem no mesmo alvo biolégico, mas exercem atividades
Jarmacolégicas opostas. Por exemplo, a (-)-dobutamina demonstrou uma atividade agonistica
contra a-adrenérgicos, enquanto que seu antipoda (+)-dobutamina € um antagonista contra os

mesmos receptores.
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3. Ambos os enantiomeros podem agir da mesma forma, mas eles ndo tém um efeito
sinérgico. Por exemplo o A-3-tetrahidrocanabinol onde o S-enantibmero possui agao
qualitativamente similar ao R-enantidmero porém ele € quantitativamente menos potente. Ao
administrar os dois enantidbmeros em conjunto ndo hd aumento no efeito do farmaco,
confirmando que a atividade estava exclusivamente em um enantidomero e que nao houve efeito
sinérgico entre os dois isOmeros.

4. Ambos os enantiomeros tém efeitos terapéuticos independentes através da acdo sobre
alvos diferentes. O exemplo cladssico desse comportamento € a quinina e a quinidina. Enquanto a
quinina tem sido utilizada para o tratamento de maldria, a quinidina, por outro lado, é usado como
um agente antiarritmico e age aumentando a durag¢do do potencial de acao.

5. Um ou ambos os enantiomeros tém o efeito desejado; ao mesmo tempo que apenas um
enantiomero pode causar efeitos colaterais indesejados. A dropropizina racémica tem sido muito
utilizada na terapia humana como um agente antitussigeno. Estudos recentes tém revelado que a
(S)-dropropizina possui a mesma atividade antitussigena como a mistura racémica, mas tem
menor atividade seletiva.

6. O enantiomero inativo pode antagonizar os efeitos colaterais do antipoda ativo. Em tais
casos, tendo em conta tanto a eficicia e os aspectos de seguranca, 0 racemato parece ser superior
a qualquer enantidmero sozinho. Por exemplo, o tramadol é um analgésico opidide usado como
um racemato e ndo estd associado com os efeitos colaterais cldssicos dos farmacos opidceas,

como depressao respiratdria, constipacdo, ou sedacdo (LIN et al., 2011).

Para trabalhar adequadamente com farmacos quirais no desenvolvimento € na monitoriza¢ao
de farmacos terapéuticos, ou em toxicologia clinica e forense, as formas opticamente ativas pura
dos compostos racémicos devem ser identificadas. As diferentes propriedades bioldgicas dos

enantiomeros de alguns farmacos sdo apresentados na Tabela 2.1 (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003).
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Tabela 2.1- Diferentes propriedades fisioldgicas dos enantiomeros de alguns farmacos.

Farmacos (+)- Enantiomero (-)-Enantiomero
Barbitdricos Sedacdo Excitacdo
Dobutamina B e B,-adrenérgicos agonista a;-adrenérgico agonista (inotrépico

(vasodilatagdo) positivo/ vasoconstri¢ao)

Fluoxetina Inibidor seletivo da serotonina Efeito minimo

Cetamina Anestésico forte Anestésico fraco
Fenfluramina Inibidor seletivo da serotonina Dopamina(efeito colateral)

Levodopa Antiparkinsonica Agranulocitose

Metadona Efeito minimo Analgésico forte

Metanfetamina Estimulante do sistema nervoso Vasodilatador periférico
Penicilamina Antirreumadtico Neurotéxicos
Pentazocina Ansiedade Analgesia, depressao respiratdria
Propoxifeno Analgesia Antitussigeno

B-adrenérgicos antagonista
(por exemplo, propranolol)
Morfina
Tiroxina
Verapamil

Varfarina
Talidomida
Picenadol

Tetramisole

Supressor de arritmia ventricular
sem bloqueio do B-adrenérgico
Efeito minimo
Inativo

Efeito minimo

Anticoagulante fraco
Sedativo
agonista do p-receptor
(analgésico)
Efeito minimo

Bloqueador -adrenérgico ativo

Analgésico forte
Efeito tiroximico
Dromotrépico e inotrépico negativo;

efeitos cronotrépicos

Anticoagulante
Sedativs, teratogénico
Antagonista fraco do

u-receptor
Anti-helmintico

Agentes antiinflamatério
ndo esterdidal

Anti-inflamatoério

Efeito minimo

O uso de uma mistura racémica para novos farmacos s6 € permitido se todos os ensaios

clinicos e toxicoldgicos forem realizados com cada enantiomero isoladamente e comparados com

aqueles envolvendo a mistura racémica (BARREIRO et al., 1997).

2.3.1. Tendéncias no desenvolvimento de farmacos quirais

Uma andlise geral de farmacos aprovados no periodo de 20 anos, de 1983 a 2002, (Figura

2.11) indica que os farmacos compostos de enantidmeros individuais ultrapassou os farmacos

aquirais enquanto 0s racematos representaram a categoria minoritdria de 23% dos farmacos

aprovados em todo o mundo. A preponderancia de enantiomeros individuais foi provavelmente

impulsionada pela onda de enantidmeros individuais aprovados que ocorreram desde 1998. Em

2001 nao houve racematos aprovados enquanto dois farmacos racémicos foram aprovados em
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2002 (no Japao e na Coréia do Sul). Enantidmeros individuais atingiram 50% de todos os
farmacos aprovados pela primeira vez em 1998, aumentando para mais 60% entre 2000-2001.
Essas tendéncias foram provavelmente influenciadas consideravelmente pela diretrizes das
agéncias reguladoras nas importantes jurisdigdes, o que favoreceu e incentivou o
desenvolvimento de farmacos com enantidmeros individuais sobre racematos, contabilizando
assim para a mudanga dramadtica de interesse da empresa farmacéutica na fabricacdo de farmacos
seguros de enantiomeros individuais e farmacos aquirais sobre os farmacos racémicos

problemdticos (CARNER et al., 2004).
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Figura 2.11 - Distribuicao de farmacos aprovados em todo o mundo de acordo com o caréter de
quiralidade no periodo 1983-2002. * Incluindo misturas diastereoméricas. (Extraido de CARNER
et al., 2004)

Uma andlise das novas entidades moleculares (NEMs) aprovadas pelo FDA dos EUA em
2008 deu a seguinte distribuicdo aproximada: 63% enantiomeros individuais, 32% farmacos
aquirais, e apenas 5% racematos. No geral, had clara tendéncia de que os farmacos racémicos
estdo diminuindo desde 1992 (cerca de 21%) para 2008 (5%), sem introducdo de farmacos

racémicos em 2001 e 2003. Os farmacos quirais aumentaram de 30-40% na década de 1990 para
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cerca de 60% ou mais desde 2000. Uma quantidade significativa de fairmacos ainda sdo aquirais

(Figura 2.12) (LIN et al., 2011).
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Figura 2.12 - Distribui¢ao anual de farmacos aprovados pelo FDA.

A industria quiral pode ser dividida em duas categorias principais: a fabricacdo de
compostos quirais e a andlise de compostos quirais. A fabricacdo quiral continuard a dominar o
mercado: ela passou de um faturamento de mais de $1 bilhdo em 2003 para mais de $1,6 bilhdes
em 2008. Enantiomeros terapéuticos puros tiveram vendas de $ 225 bilhdes em 2005,
representando 37% do mercado total final de formulagdo farmac€utica. A taxa composta de
crescimento anual para produtos de enantiomero puro ao longo dos dltimos cinco anos € de 11%,
0 que estd a par com o mercado farmacéutico como um todo. Os farmacos quirais representam
mais da metade dos farmacos aprovados em todo o mundo, incluindo muitos dos farmacos mais
vendidos no mundo. Por exemplo, entre as 10 prescricdes de produtos farmac€uticos mais
vendidos nos EUA em 2009, seis deles sdo enantidmeros puros, dois sdo aquiral, e apenas dois

racematos (Tabela 2.2) (LIN et al., 2011).
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Tabela 2.2- Top 10 dos terapéuticos mais vendidos nos EUA em 2009.

Ranking Produto Ingrediente Ativo Forma de Ingrediente
1 Lipitor Atorvastatina Enantiémero puro
2 Nexium Esomeprazol Enantidémero puro
3 Plavix Clopidogrel Enantiémero puro
4 Advair Diskus Fluticasona salmeterol Enantidémero puro, racemato
5 Seroquel Quetiapina Aquiral
6 Abilify Aripiperazol Aquiral
7 Singular Montelukast Enantidémero puro
8 OxyContin Oxicodona Enantidémero puro
9 Actos Pioglitazona Racemato
10 Prevacid Lansoprazol Racemato

A separagdo de enantidmeros de farmacos € ainda algo problematico pois a cromatografia
tradicional ndo fornece seletividade alta o suficiente para diferenciar enantidbmeros de um mesmo
composto. O desenvolvimento de métodos robustos para a separacdo de enantiomeros de
compostos quirais é um desafio. Por outro lado, o desenvolvimento extensivo de andlise
enantiosseletiva tem ocorrido ao longo das ultimas duas décadas em resposta a demanda no
campo de desenvolvimento de farmacos para as tecnologias eficientes utilizadas na preparacdo de
compostos enantiomericamente puros e controle de qualidade desses processos. Entre as técnicas
de separacdo mais populares usadas para andlises enantioméricas estdo a cromatografia liquida,

seguida por eletroforese capilar e cromatografia gasosa (KASPRZYK-HORDERN, 2010).

A separacdo de um composto racémico em seus enantiomeros ¢ chamada de resolucdo.
Vérias metodologias tém sido usadas para a resolu¢do dos enantidmeros em ambas escalas
analitica e preparativa. As diferentes técnicas podem ser categorizadas em duas classes: a
abordagem cldssica, usando degradacdo enzimdtica de um dos enantidmeros e cristalizacdo
preferencial; e as tecnologias modernas que incluem espectroscopicas, métodos eletroforéticos e
cromatograficos. Atualmente, os métodos cromatograficos, eletroforéticos, espectroscépicos,

biossensores, € de membrana sdo os mais comumente aplicados (ABOUL-ENEIN e ALI 2003).
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O desenvolvimento de métodos analiticos adequados para determinar precisamente as
concentracdes dos enantidmeros de um farmaco, seja em fluidos bioldgicos ou em preparacdes
farmacéuticas €, obviamente, um pré-requisito essencial para estabelecer os parametros
farmacocinéticos e controlar a qualidade. As principais técnicas analiticas capazes de fornecer

essas informacdes sdo baseadas na ciéncia da separacdo (BONATO et al.,2005).

2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Devido a facilidade em efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo de espécies
quimicas, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos analiticos modernos,
podendo ser utilizada isoladamente ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de andlise
(COLLINS et al.,, 2006). A cromatografia estd fundamentada na migracdo diferencial dos
componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes, entre duas fases
imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria. A grande variedade de combinacdes entre fases
modveis e estaciondrias a torna uma técnica extremamente versdtil e de grande aplicacdo
(DEGANTI et al., 1998). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um importante
membro de toda uma familia de técnicas de separacdo, uma vez que consegue separar misturas

que contém um grande nimero de compostos similares (COLLINS et al., 2006).

Um sistema moderno de cromatografia liquida de alta efici€éncia pode ser composto dos

seguintes itens:

e Sistema de bomba de alta pressdo - a bomba deve proporcionar ao sistema vazdo continua
sem pulsos com alta reprodutibilidade, possibilitando a elui¢do da fase mével a um fluxo
adequado;

e Injetor - as valvulas de inje¢do usadas possuem uma alca (loop) de amostragem para a
introducdo da amostra com uma seringa e duas posi¢des, uma para o preenchimento da alca e
outra para sua liberacdo para a coluna. Existem alcas de diversos volumes, sendo utilizadas
geralmente al¢as na faixa de 5-50 puL para injecOes analiticas e 0,5-2 mL para preparativas;

e Coluna - as colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente de aco inoxiddvel, com didmetro
interno de cerca de 0,45 cm para separacdes analiticas e na faixa de 2,2 cm para preparativas. O

comprimento € varidvel, sendo comuns colunas analiticas de 10-25 cm e preparativas em torno
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de 25-30 cm. Essas colunas sdo reaproveitdveis, sendo empacotadas com suportes de alta
resolucdo, ndo sendo necessdria sua regeneracao apos cada separagdo;

e Detector - O detector mais utilizado para separagdes por CLAE € o detector de ultravioleta,
sendo também empregados detectores de fluorescéncia, de indice de refragdo e eletroquimicos.
Detectores de polarimetria para CLAE, recentemente desenvolvidos, diferenciam compostos
quirais, através da rotacdo de seus estereoisomeros frente a luz plano-polarizada;

e Computador para aquisicdo de dados e controle dos médulos (DEGANI et al., 1998).

A Figura 2.13 apresenta um esquema de um sistema de CLAE.

Cloluna Detector Tnterface
N

Loop
Sistema de dados

/'—1
/"] =

‘ FlK B
o
T L ————

Valvuladeinjeciio | Romhba
Fase movel {eluente)

Figura 2.13- Esquema de um sistema de CLAE.

Eluicdo € a maneira mais usual como ocorre o desenvolvimento da separacdo da amostra
em CLAE. Ela pode ser de dois tipos: isocrdrica e por gradiente. Elui¢cdo isocratica € aquela na
qual a for¢a cromatografica da fase mével permanece constante durante toda a separagdo. Elui¢do
por gradiente € aquela na qual a composi¢cdo da fase mével varia durante a separagido, de modo
que a for¢a cromatografica aumenta gradativamente.. Com isso, obtém-se maior simetria para os
picos cromatograficos, melhor resolugdo e detectabilidade e menor tempo de andlise. A eluicao
isocratica € o modo preferido de eluicdo devido a sua simplicidade, conveniéncia, repetitividade
das andlises e menor custo, uma vez que nao necessita de equipamentos especiais (COLLINS et

al., 20006).
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2.4.1. Cromatografia quiral

Os enantidmeros puros t€m sido foco de vérios estudos, podendo ser obtidos por sintese
assimétrica ou por resolucdo de misturas racémicas por cromatografia quiral. A cromatografia
preparativa em fase estaciondria quiral € considerada hoje ser a rota mais eficiente e geral para a
obtencdo de enantidmeros Opticos de alta pureza, e tornou-se uma ferramenta eficiente na
pesquisa farmacéutica e desenvolvimento de novos farmacos. Um dos critérios mais importantes
para a separagdo de enantiomeros € a seletividade quiral expressa por uma FEQ particular, que é
determinada pela diferenca na estabilidade dos complexos diastereoisoméricos formados entre os
enantidmeros individuais e o seletor quiral. A resolu¢do pode ser otimizada, alterando a
composi¢do da fase movel, vazdo ou temperatura. No entanto, para uma dada separacdo
preparativa, a fase movel que resulta na maior seletividade nem sempre € ideal, ja4 que outros
parametros como capacidade de carga, a solubilidade do racemato na fase mével, a estabilidade
quimica da FEQ e também o tempo de retencdo dos enantiomeros podem, por vezes superar a

seletividade (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002).

Os mecanismos de reconhecimento quiral em todos os seletores quirais sdo bastante
semelhantes, exceto nos trocadores de ligante. Todos os seletores quirais proporcionam uma
superficie quiral aos enantidmeros, que formam com os seletores complexos temporarios,
possuindo energias de ligacdo diferentes. Os enantiomeros diferem em suas energias de ligagao,
porque eles se encaixam de maneira diferente nas estruturas dos seletores quirais. Novamente, as
diferentes estereoconfiguracdes dos enantidmeros sdo responsaveis pelas diferencas no ajuste dos
seletores quirais. Estes complexos temporarios sao estabilizadas por uma série de interacdes. Os
principais tipos de interagdes, responsdveis pela discriminacdo entre os enantidmeros de um
analito e o seletor quiral, no sentido decrescente de intensidade, sdo: interacdo couldmbica,
ligacdo de hidrogénio e interacdo estérica, interacdo m- m e fon-dipolo, interagdo dipolo-dipolo,
interac@o dipolo-dipolo induzido e dispersdo de London. As intera¢des couldmbicas e do tipo m-
n podem ser atrativas ou repulsivas, a estérica € repulsiva e as demais sdo todas atrativas. O

3

modelo de “interacdo de trés pontos” ¢ bem aceito no meio cientifico, principalmente para
explicar a discriminacdo de aminodcidos em fases estaciondrias quirais do tipo troca de ligantes.

Entretanto, esse mesmo modelo € frequentemente questionado para explicar as separagdes em
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seletores quirais de proteinas. Em geral, o mecanismo de reconhecimento quiral em um seletor
quiral € baseado em um arranjo de chave e fechadura (Figura 2.13) (ABOUL-ENEIN e ALI,
2003; LOURENCO et al.,2010).

Figura 2.14- Representacio esquematica do mecanismo de reconhecimento quiral.

2.4.2. Fase Movel

A fase mével (FM) desempenha um importante papel na CLAE, pois sua composi¢cao
quase sempre ¢ fundamental no processo de separagcdo. Portanto, a FM exerce duas fungdes,
arrasta os componentes da amostra através do sistema cromatografico e participa do processo de

separacdo. As principais caracteristicas que as fases méveis devem apresentar sao:

ser de alto grau de pureza e de féicil purificacao.

e solubilizar a amostra sem decompor ou dissolver a fase estaciondria.
¢ ndo decompor ou dissolver a fase estaciondria.;

e ter baixa viscosidade e ponto de ebulicio.

e ser compativel com o tipo de detector utilizado.

e ter polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes da

amostra (COLLINS et al., 2006).

A escolha da fase mével € um ponto critico para separagdes de enantidmeros. De fato, a
seletividade da separacdo, tempo de retengdo e solubilidade do racemato muitas vezes sao muito

sensiveis as mudancas da composicao da fase mével (FRANCOTTE, 2001).
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2.4.3. Fases Estacionarias Quirais

Durante as ultimas duas décadas, o nimero de fases estaciondrias quirais disponiveis para
a separacdo de enantiomeros cresceu rapidamente e tornou possivel desenvolver uma separacao
analitica de qualquer mistura racémica, assim, a seletividade nio € geralmente um problema. No
entanto, o ndmero de FEQs que sdo de uso pritico no desenvolvimento de uma separacio
preparativa eficiente de enantiomeros sdo bastante restritas devido as questdes da capacidade de
carga quimica e/ou estabilidade mecénica, disponibilidade em grandes quantidades a um custo
razodvel, bem como limitagdes do solvente que pode ter um grande impacto tanto na solubilidade
quanto na retencdo do composto quiral e, portanto, sobre a produtividade (ANDERSSON e
ALLENMARK, 2002). Se, por um lado, o crescente nimero de fases estaciondrias quirais
desenvolvidas e comercialmente disponiveis possibilita a separacdo dos enantidmeros de uma
ampla variedade de compostos, a0 mesmo tempo dificulta a escolha da fase estaciondria mais
apropriada para cada tipo de separacdo. Em vista disto, as fases estaciondrias sdo classificadas em
cinco diferentes grupos, de acordo com as interagdes analito/FEQ. Posteriormente, as FEQs
foram reclassificadas de acordo com o tipo de seletor quiral, natural ou sintético, da fase

estaciondria (Tabela 2.3) (LOURENCO et al., 2010).

Tabela 2.3- Seletores quirais e principais interagcdes com analitos quirais.

Seletor quiral Fases estacionarias quirais Principais interacoes
Proteinas Interacdes hidrofébicas e eletrostaticas
Ciclodextrinas Complexo de inclusio e ligacdo de hidrogénio
Natural Polissacarideos Complexo de inclusio e interacdes atrativas
Glicopeptideos Macrociclicos Complexo de inclusdo e interacdes iGnicas
Cinchona Interagdes eletrostaticas
Tipo Pirkle Interacdo n- 7 e ligagdo de hidrogénio
Troca de ligantes Interagdes couldmbicas e fon-dipolo
Eteres de coroa Complexo de inclusdo e fon-dipolo
Sintético Polimeros sintéticos Interacdo m- 7, ligag@o de hidrogénio e

interacao dipolo-dipolo
Polimeros impressos molecularmente Especifico para cada analito

(MIPs)
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A escolha da fase estaciondria e das condi¢des cromatograficas € determinada por fatores
como a seletividade e capacidade de carga de uma FEQ, a concentracdo desejada e a velocidade
de operacdo, a solubilidade do racemato, bem como as propriedades fisicas da FEQ
(ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). Alguns parametros sdo importantes para a escolha da
FEQ, os principais sdo (SILVA JR et al., 2006):

e estabilidade quimica, a qual limita o nimero de fases mdveis disponiveis e, indiretamente a
solubilidade médxima do soluto;

e estabilidade mecanica, a qual € particularmente importante em aplicacdes de CLAE, onde
pequenas particulas sdo utilizadas e elevadas quedas de pressdo sdo impostas;

e tempo de vida médio;

e capacidade de carga;

e custo.

2.4.3.1. Fases Estacionarias Quirais Baseadas em Polissacarideos

Os polissacarideos, como celulose e amilose, estdo entre os mais importantes e
abundantes biopolimeros naturais na Terra e sdo opticamente ativos. Celulose e amilose em si
nao podem ser usadas como FEQs comerciais devido sua pobre capacidade de resolucao.
Portanto, esses polimeros foram derivatizados como tricarbamatos ou triésteres em uma matriz de
silica gel pré-tratada. As moléculas de celulose contém ligagdes P-glicosidicas do tipo B-1,4 e
formam uma estrutura linear, enquanto que as moléculas de amilose apresentam ligacdes a-
glicosidicas do tipo a-1,4 e adotam uma estrutura helicoidal (Figuras 2.15 e 2.16). Mais de 90%
das resolu¢des enantioméricas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sdo realizadas
utilizando fases estaciondrias quirais (FEQs) baseadas em polissacarideos. Entre elas,
fenilcarbamatos de celulose e amilose parecem ser algumas das FEQs mais uteis (ABOUL-

ENEIN e ALIL 2002; SILVA JR et al., 2006; SHEN et al., 2010).
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Fases Estacionarias Quirais

Figura 2.15- Estruturas tridimensionais de amilose e celulose. (Extraido de ABOUL-ENEIN e
ALI, 2002)
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Figura 2.16- Estruturas estruturas quimicas dos polimeros de (a) celulose e (b) amilose.

(Extraido de ABOUL-ENEIN e ALI, 2002)
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Os polissacarideos t€ém a capacidade de separagdes quirais devido suas estruturas
assimétricas (grooves). Os mecanismos de reconhecimento quiral em um nivel molecular sobre as
FEQs baseadas em polissacarideos ainda ndo estdo claros devido as dificuldades nos estudos
espectroscOpicos desses seletores. Vdarios experimentos vém sendo feitos para resolver este
enigma (ALI et al., 2006). As FEQs de celulose e amilose foram comercializados pela Daicel®

Chemical Industries de Téquio.

As fases estaciondrias baseadas em derivados de polissacarideos podem ser empregadas
em trés modos de eluicdo: fase normal, fase reversa e polar organico. O modo fase normal é
caracterizado pelo uso de fases mdveis compostas de hexano-dlcool, normalmente isopropanol ou
etanol; podendo adicionar pequenas quantidades (até 0,5%, v/v) de uma base organica
(dietilamina) ou um d4cido orgéanico (4cido trifluoracético). O emprego desses aditivos tem por
finalidade principal reduzir a interacdo de analitos bdsicos e dcidos, respectivamente,com 0s
grupos silandis residuais presentes na silica empregada como suporte para essas fases
estaciondrias. No modo fase reversa, as colunas sdo empregadas com fases moveis compostas por
uma solu¢do aquosa e um solvente organico miscivel, normalmente acetonitrila ou metanol. O
modo polar organico € caracterizado pelo uso de fases moveis contendo 100% de solventes
organicos polares, como acetonitrila, metanol, etanol, propanol, ou ainda misturas desses
solventes. O uso desse tipo de fase mével representa uma alternativa adicional para se obter a
separacdo desejada, inclusive com possibilidade de inversio na ordem de retencdo, maior
solubilidade de alguns compostos e, por serem mais facilmente removidas e reutilizadas, essas
fases sdo bastante atrativas para separagdes em escalas preparativas. O comportamento da
separacdo nesse sistema depende nao apenas da fase mdvel e fase estaciondria, mas também da

natureza dos compostos separados (BONATO e JABOR, 2005).

2.5. Caracteristicas da coluna cromatografica quiral

Uma coluna cromatogréafica quiral ideal deve apresentar boa estabilidade quimica frente a
maioria dos solventes utilizados na fase mével. O tamanho reduzido da particula auxilia em
separacdes dificeis, possibilitando a obtencdo de picos cromatograficos melhores resolvidos e
simétricos. Em cromatografia quiral é de grande importancia a utilizacdo de particulas de silica

de menores didmetros para obter um processo de separacdo de alta eficiéncia e com reduzida
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pressdo. A coluna cromatogréfica quiral deve apresentrar estabilidade mecanica e quimica e baixa
queda de pressdo, além de conter alta capacidade de carga da fase, geralmente atribuida a extensa

area de superficie disponivel e a alta densidade do ligante quiral (ROSA, 2005).
2.5.1. Método dos momentos

A andlise dos momentos ¢ uma ferramenta util para determinacdo dos coeficientes de
difusdo axial e difusidade efetiva nos poros através de experimentos de pulsos cromatograficos

(injecdes no cromatdgrafo) bem como para caracterizacdo do leito e das particulas em torno de

£ e ¢, . Assim como permite a possiblidade de obtencdo das constantes de Henry para solucdes

diluidas. Esta técnica consiste na andlise da concentracdo do soluto como uma funcio do tempo
na saida do leito fixo em resposta a concentragdo do soluto na entrada do leito fixo. A andlise de
pulsos tem sido usada para estudar uma variedade de sistemas cromatogrificos (ARNOLD et al.,
1985a), baseada na teoria dos momentos estatisticos de Kubin (KUBIN, 1965). Para solu¢des
diluidas, a curva de equilibrio sé6lido-liquido pode ser representada por uma reta conforme a Lei
de Henry. A inclinacdo dessa reta pode ser determinada a partir do primeiro momento de um
pulso do soluto, que se associa ao tempo de retencdo do mesmo. Os parametros de transferéncia
de massa podem ser obtidos a partir do segundo momento (MIYABE e SUZUKI, 1992;
CREMASCO et al., 2001).

Por defini¢cdo dos momentos de uma distribui¢do, o n-€simo momento do perfil de banda
na saida do leito cromatografico de comprimento z = L € calculado pela Equagdo 2.1 (ARNOLD

et al., 1985a; GUIOCHON et al., 1994).

M, = [e(t,z=Ly"dt @2.1)
0

A Equacdo 2.2 representa o n-ésimo momento absoluto ou momento normalizado.
jc(t, 2= L)t"dt
lL[I‘l = M” = Ow (2.2)
0 jc(t, z=L)dt

0
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E o n-ésimo momento central esta representado pela Equacdo 2.3.
et z=D)@—pydr
#n = 0 . (2. 3)
Ic(t, z=L)dt

0

O momento zero de um perfil de concentracdo de um pico eluente € simplesmente a drea
do pico. O primeiro momento absoluto (x, ) estd relacionado ao tempo de reten¢do do pico
cromatografico, e entdo com a for¢ca de adosr¢ao (constante de equilibrio). O segundo momento
central (u, ) fornece informacgdes sobre a difusdo e esta relacionado ao espalhamento do pico. O
primeiro ( 4, ) e o segundo momento ( 4, ) sdo dados pelas Equagdes 2.4 e 2.5 (ARNOLD et al.,
1985b; RUTHVEN, 1984), onde L € o comprimento da coluna, u a velocidade superficial da
fase mével, ¢ a porosidade do leito, &, e a porosidade da particula, He a constante de Henry, u.
a velocidade intersticial (u. =u/¢g),D, e k, os coeficientes de dispersao axial e de transferéncia

de massa, respectivamente e K € dado pela Equacdo 2.6 (RUTHVEN, 1984).

=t =£[1+[1_—‘9ng + [1_—‘9)(1— g, )He} :£{1+[1_—81K} 2.4)
U, & & u. &

2 2L]D, 1+[Lji Z(LJ; )

SCEERGRR O 1-¢)K l-¢) Kk, (&5)

onde

K=¢,+(-¢,)He (2.6)

2.5.2. Porosidade

A porosidade total (&;) da coluna cromatografica corresponde a todos os volumes
disponiveis internos das particulas constituintes do material recheado. Em principio a porosidade
total da coluna (&, ) pode ser obtida a partir da anélise do comportamento do primeiro momento

do composto inerte pela variacdo da velocidade superficial da fase mével conforme a Equacao

2.7, onde u representa o primeiro momento, L o comprimento da coluna, # a velocidade
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superficial da fase movel, 7, o tempo gasto para realizar a inje¢do, & a porosidade do leito e ¢,

a porosidade das particulas.

L l-¢ lwj L Lo
u=—l+—1, +2 =—g&; + (2.7)

u 2

Na prética, hd o problema de identificar se uma espécie quimica pode ser usada como
composto inerte para determinacdo da porosidade total da coluna cromatografica. O composto
inerte deve apresentar interacdes reduzidas com a fase estaciondria presente na coluna. O
composto TTBB tem sido largamente utilizado como inerte para determinacdo da porosidade
total em fases estaciondrias quirais, devido ao seu tamanho molecular reduzido e ao fato de nao

apresentar qualquer tipo de interagdo com as FEQs (ROSA, 2005).

2.6. Parametros cromatograficos

Os parametros cromatogrificos sao uteis para a avaliacdo da eficiéncia da separacdo na
coluna cromatogréfica, fornecendo informagdes referentes ao comportamento do composto entre
a fase estaciondria e a fase mével. A Figura 2.17 apresenta um cromatograma com as defini¢des

das medidas para determinacdo dos paramatros de separacdo cromatografica.

Injecido
I i
i a
-
<—t1“-|
l:111
tR_‘Z
Figura 2.17 - Cromatograma tedérico com as medidas para determinar os parametros

cromatograficos.
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2.6.1. Tempo de retenciao

Por defini¢ao o tempo de retencdo, 7, , € tempo decorrido do instante em que a amostra foi

introduzida até o instante do méximo do pico (ARGENTON, 2010).
2.6.2. Fator de Retencao

O fator de reten¢do (k, ) € uma medida adimensional e de fundamental importancia em
separagdes cromatograficas. Pode ser determinado através da Equacgdo 2.8, onde 7, € o tempo de
retencdo do composto e f,, € o tempo de retencdo do composto ndo retido pela fase estaciondria
(CASS e DEGANI, 2001). O valor de k, ndo deve ser muito pequeno, pois significa que o

composto pouco interage com a fase estaciondria, nem muito grande, por causar alargamento dos

picos (DIAS,2007). Segundo ROSA (2005) para a farmacopéia americana o valor aceitdvel de

k; deve estar entre 1 a 8. Dentro dessa faixa € especificado o valor de 2 a 4 indicando uma

razodvel interacdo do soluto com a fase estaciondria.

ko= T Tw (2.8)

2.6.3. Fator de separacao

O fator de separagdo (a) avalia a seletividade da separagdo para dois picos adjacentes. O
valor de a é dependente da fase estaciondria e/ou fase mével, podendo assumir valores maiores
ou iguais a unidade a temperaturas diferentes. Pode ser definido como uma razao entre os fatores
de retencdo do composto mais retido e do menos retido e calculado pela Equacdo 2.9 (CASS e
DEGANI, 2001). Segundo ROSA (2005) o valor minimo aceitdvel para o fator de separagcdo, em

uma separagdo razodvel entre os compostos € de 1,2.

k2

a= —=
kl

2.9)
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2.6.4. Resolucao

A resolucdo (Rs) avalia a qualidade da separacdo. Estd associada ao tempo de retencdo e

a largura dos picos cromatograficos dos dois compostos adjacentes. O valor de Rs pode ser

determinado através da Equagdo 2.10, onde ¢, e t,, sdo os tempos de retengdo para os dois

compostos € w,, € w,, sdo as larguras dos picos a meia altura. (CASS e DEGANI, 2001).

(Try — 1Tg))
Rs= 1177 ="~ (2.10)

Wy + Wy,

2.6.5. Numero de pratos

O numero de pratos (N ;) € uma medida de eficiéncia da separa¢do de um composto em

uma fase estaciondria, ou seja, ¢ uma medida da capacidade de eluicdo com o minimo de
dispersdo do analito. Um prato ideal equivale a uma etapa de equilibrio do soluto entre a fase
estaciondria e a fase movel. Para avaliacdo da efici€éncia da coluna cromatografica sdo aceitos
valores de nimero de pratos acima de 2000 na separacio de firmacos. E o pardmetro que mais

precisamente define a qualidade de um sistema cromatogrifico. (DANTUS e WELLS, 2004;
ARGENTON, 2010). O valor de N ,; pode ser determinado através da Equag@o 2.11, onde 7, € 0

tempo de reten¢do, e w,, a largura do pico a meia altura. (CASS e DEGANI, 2001).

pi

I ’
N, = 5545 @.11)

2.7. Altura equivalente a um prato teérico (HETP)

A eficiéncia da separacdo de um processo cromatografico aumenta a medida que o soluto
flui através do leito recheado, devido ao maior nimero de interacdes do soluto entre a fase movel
e a fase estaciondria. Uma etapa na qual a molécula alcanca o equilibrio é equivalente a um
estagio de equilibrio também designado por prato. A altura equivalente a um prato ( HETP)

avalia a eficiéncia de uma coluna cromatografica sob determinadas condi¢cdes de operacdo por
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unidade de comprimento da coluna. O desempenho da coluna é medido através dos tempos de
retencdo e do alargamento dos picos obtidos a partir dos cromatogramas (CASS e DEGANI,

2001). Pequenos valores de HETP significa maior eficiéncia da coluna e altos valores de nimero

de pratos tedricos (N ;). A meta principal em cromatografia liquida € o alcance de pequenos

valores de HETP para maximizar N , e elevar a eficiéncia da coluna. Em suma:

e HETP é menor em colunas recheadas com particulas pequenas, e para baixas taxas de
velocidade da fase movel;
e HETP ¢ menor para fases mdveis menos viscosas € para altas temperaturas de separacdo;

e HETP ¢ menor para amostras de moléculas pequenas (SILVA JR, 2003).

A andlise da dependéncia de HETP com a velocidade superficial da fase mével (u )
fornece informagdes relevantes a respeito do fendmeno de transferéncia de massa no sistema
cromatogrifico. Geralmente sao assumidos quatro principais processos do fendmeno em colunas
cromatogréficas: (i) dispersdo axial; (ii) transferéncia de massa do fluido para a particula; (iii)
difusdo intraparticular; e (iv) adsorcdo/dessorcio (MIYABE e GUIOCHON, 1999). O valor de
HETP para uma coluna cromatografica pode ser calculado através da equacdo van Deemter
(Equacao 2.12). Nessa equacdo, u representa a velocidade superficial da fase mével, e A, B e
C sdo constantes cinéticas determinadas experimentalmente e que incluem os efeitos de difusao

turbilhonar, difusao longitudinal e transferéncia de massa fluido-sélido, respectivamente.

HETP=A+2 +uc (2.12)
u

O termo A da Equagdo 2.12, chamado de difusdo turbilhonar refere-se aos diversos
caminhos do fluxo que estdo muito longe um dos outros. As moléculas que entram ao mesmo
tempo na coluna podem ser eluidas em diferentes tempos, ocasionando alargamento do pico

cromatografico, conforme € mostrado na Figura 2.18.
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Tempo —

Figura 2.18 — Alargamento do pico cromatografico a partir de diversos caminhos do fluxo.

O segundo termo da equacdo de van Deemter € referente a difusdo longitudinal, na qual o
soluto difunde do centro de maior concentragdo do pico para regides mais diluidas na direcdo do
fluxo. Quanto mais rdpido a vazdo da fase movel, menor o tempo que o soluto fica na coluna e

ocorre menor alargamento difusivo (Figura 2.19).

Perfil de W Soluto no

concentracdo da =™ |__ . topo da coluna
handa Difusdo ao lo

/ da banda

D Ea -I-HL
—

Fase Soluto no
— . -
movel * interior da coluna

N
Banda do analito

Figura 2.19 — Difusdo longitudinal devido a ditusao do soluto para as extremidades de

concentracdo mais baixa (ROSA, 2005).

O terceiro termo da equacgdo de van Deemter € referente a transferéncia de massa fluido-
sOlido, proveniente do limite de tempo necessdrio para o soluto estar em equilibrio entre as fases
movel e estaciondria. Quanto maior for o tamanho da particula da fase estaciondria e mais viscosa

for a fase mével, mais importante serd este efeito (Figura 2.20) (GUIOCHON e LIN, 2003).
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Fluxo de
Particulas da solvente
fase estacionaria l

(2

Figura 2.20 — Transferéncia de massa — efeito do tamanho da particula e viscosidade da fase

movel (ROSA, 2005).

A Figura 2.21 apresenta uma curva hipotética da variagdo de HETP com a velocidade
superficial da fase mével (u ). A curva representa um modo de selecionar a vazdo 6tima de uma
corrida cromatogrifica. Na Equagdo 2.12 o primeiro termo representado pela curva A €
independente da velocidade superficial. A dispersdo devido a transferéncia de massa incompleta é
uma funcdo linear de u e é repesentada pela curva C. A dispersdao longitudinal é inversamente
proporcional a velocidade superficial e é representada pela curva B. A curva superior representa o

perfil resultante de HETP versus u e apresenta um valor minimo para altura dos pratos

(HETP ) a uma dada velocidade superficial 6tima (u,,, ). Abaixo desta velocidade, HETP é

minimo otimo

fortemente dependente dos efeitos de difusdo (termo B) e a altas velocidades é fortamente

dependente do termo de transferéncia de massa (termo C) (SEWELL et al., 1987; ROSA 2005).

H=A+B/u+C.p

"eum.

u (c/min)

Figura 2.21 —Curva de van Deemter hipotética (ROSA, 2005).
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Em um sistema com isoterma de adsorcdo linear, a eficiéncia da coluna cromatografica é

avaliada pela andlise da HETP, podendo ser calculada através da Equagdo 2.13, onde N ,

corresponde ao nimero de pratos e L € o comprimento da coluna (GUICHON et al., 1994).

2
HETP=-2 -7 | (2.13)
Npi H

As fontes de ampliacdo dos picos cromatograficos de origem cinética incluem difusao
molecular, difusdo turbilhonar, as resisténcias de transferéncia de massa e da taxa finita da
cinética de adsorcdo-dessor¢do. Assim, € importante estudar a difusdo em meios porosos.
RUTHVEN (1984) apontou que as taxas de adsor¢do e dessor¢do em adsorventes porosos sao em
geral controladas pela taxa de difusdo dentro da rede de poros, mais do que pela cinética de
adsorcdo-dessor¢do. Isto € especialmente verdadeiro em cromatografia, em que os adsorventes
sdo preparados cuidadosamente para que apresentem uma energia moderadamente forte de
fisissorcao e nenhuma quimissor¢do. Em um leito empacotado, € impossivel mover muito longe
ao longo de uma linha reta sem bater na superficie de uma particula. Os canais seguem caminhos
tortuosos em torno das particulas. Ao modelar cromatografia, os fendmenos que contribuem para
a mistura axial estdo incluidos em um coeficiente de dispersdo unico axial. Os dois principais
mecanismos que contribuem para a dispersao axial sao a difusdao molecular e difusdo turbilhonar.

Desta forma, a equacdo de van Deemter pode ser representada pela equacdo modificada que

possui a forma representada pela Equacdo 2.14, onde k, € o coeficiente de transferéncia de

massa global e K corresponde ao termo relativo ao equilibrio de adsor¢do, D, € o coeficiente de

dispersdo axial e ¢ € a porosidade do leito (DUAN et al., 1998).
-2
2D
HETP=""% 4 2u| -£ j O PO G (2.14)
u l-¢)Kk, I-¢)K

onde

(2.15)
DL :}/]Dm +72dpu
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em que D, corresponde ao coeficiente de difusdo molecular, d, ao didmetro da particula e 7, e

¥, sdo constantes que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5, respectivamente (RUTHVEN,

1984). A contribuicdo da difusdo molecular axial (o primeiro termo da Equagdo 2.15) para o
coeficiente de dispersdao axial geralmente € desprezivel perante o segundo termo. Portanto, a
seguinte equacdo modificada de van Deemter pode ser derivada da Equacdo 2.12 (MIYABE e
GUIOCHON, 1999):

HETP=A+Cu (2.16)

onde os parametros A e C sdo representados por:

D
A=2—1L (2.17)
u

czz[ d ) ! 1+( d jl ; (2.18)
l-¢) Kk, I-¢)K

2.8. Isotermas de adsorcao

Nos processos de separacdo por cromatografia, o comportamento no equilibrio das
espécies adsorvidas na fase estaciondria € avaliado pela sua isoterma de adsorcdo que representa
todas as forcas de interagdes possiveis, atracdo ou repulsdo, entre as moléculas do soluto e a fase
estaciondria (CAVAZZINI et al.,, 2001). O estudo de equilibrio de fase é a parte da
termodindmica que descreve a composicao de equilibrio de duas fases e a influéncia de vérios

parametros nessa composi¢ao, como por exemplo temperatura e pressao.

O problema direto da cromatografia consiste no calculo dos perfis de eluicdo dos
componentes através de suas isotermas de adsorcdo. O problema inverso consiste na derivacao
da isoterma a partir dos perfis de eluicdo. Neste dltimo caso, os dados de equilibrio sdo obtidos de
uma série de medidas cromatograficas nas quais as concentracdes dos componentes sao
sistematicamente ajustadas (FELINGER et al., 2003). Foi demonstrado que a termodinamica
controla perfis de bandas, particularmente a altas concentracdes e quando a cinética de

transferéncia de massa ndo € muito lenta. Para misturas de multicomponentes, a complexidade na
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determinacdo de isotermas competitivas resulta da competicdo que hd entre os diferentes
componentes por interagdes com a fase estaciondria. A quantidade de um componente adsorvido
em equilibrio com a solugdo quase sempre diminui com o aumento da concentragdo do outro
componente adsorvido. Isto ilustra o cariter competitivo da isoterma com dois componentes

(GUIOCHON et. al, 1994).

Em cromatografia linear, os efeitos de dispersdo axial e os processos de transferéncia de
massa sdo os principais responsaveis pelo grande alargamento dos picos cromatograficos, ao
passo que, em cromatografia preparativa, estes efeitos sdo menos importantes. Assim, o
conhecimento da isoterma frequentemente contribui para explicar o mecanismo de retencdo e
pode ajudar a propor rotas visando melhorar a separagdo, predizer a taxa de producgdo e, até
mesmo, a extensdo da purificacdo. Logo, sdo de interesse particular para separagdes

enantioméricas (MIHLBACHLER et al. 2002).

De acordo com GRITTI e GUIOCHON (2005), alguns testes devem ser sucessivamente
aplicados para encontrar o modelo de isoterma que melhor representa os dados experimentais. O
processo de selecdo reduz, por eliminagdo, a quantidade de modelos que descrevem determinado

sistema. O primeiro teste consiste em plotar o grifico de Scatchard (g/c versus g ), onde os

modelos de isotermas podem ser classificados de acordo com a forma do gréfico obtido. Por
exemplo, graficos de Scatchard convexos para baixo representam os modelos de bi-Langmuir,
Langmuir-Freundlich e Téth e gréificos convexos para cima representam os modelos de
Jovanovic e Fowler. Apenas o modelo de Langmuir apresenta um grafico de Scatchard linear. O
segundo teste envolve a correlacio dos modelos de isotermas selecionados aos dados de
equilibrio, através da andlise de regressdo utilizando o algoritmo Marquardt, o qual minimiza a
soma dos quadrados dos residuos da diferenca entre os dados experimentais e os dados
calculados com o modelo. Em seguida, o parametro Fischer é calculado para selecionar os
melhores modelos e o teste F utilizado para avaliar estatisticamente qual modelo melhor
representa os dados experimentais. O terceiro teste compara os modelos de isotermas
remanescentes com os resultados do cdlculo da distribui¢do da energia de adsorcao, a qual mostra

se a distribui¢ao € unimodal (Langmuir e Téth) ou multimodal (bi-Langmuir). Se apds a terceira

etapa ainda existir mais de um modelo que represente os dados experimentais, deve ser feita uma
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comparacdo entre os perfis de eluicdo, calculados e experimentais, em baixas e altas
concentracdes. No entanto, se nenhuma diferenca significativa for encontrada entre estes

modelos, a escolha final devera ser baseada no significado fisico dos parametros das isotermas.
2.8.1. Modelo de Langmuir

A isoterma de Langmuir € a mais freqlientemente usada como modelo de adsor¢do, onde
tipicos efeitos de competicdo sob condi¢des de sobrecarga em cromatografia ndo-linear podem
ser ilustrados. Considera que o processo acontece em uma superficie composta de um ndmero
fixo de sitios de adsorc¢do de igual energia, uma molécula sendo adsorvida por sitio até que a
cobertura da monocamada seja atingida (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; JAMES et al., 1999).
E o modelo mais comumente utilizado para analisar isotermas de equilibrio nio-lineares

(FORNSTEDT et al., 1999; JAMES et al., 1999).

a; ¢ b; q, ¢

T Y b, 153 by,

(2.19)

equacdo na qual g, € a quantidade adsorvida de componente i na fase sélida, ¢, € a concentracao
do componente i na fase liquida, b, € a constante de equilibrio de adsor¢do, relacionada a energia
de adsor¢do, ¢, =(a;/b;) € a capacidade de satura¢do do adsorvente e a, =(q, b,)€é o
coeficiente de distribui¢io, também chamado de constante de Henry em baixas concentracdes de

soluto (a; = He,; = dg, / dc,

o)+ A grande vantagem desse modelo € o pequeno nimero de

.
parametros requeridos e a simplicidade de sua deducdo. De fato, somente trés parametros sao
necessdrios para descrever a adsorcdo competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade

de saturacdo (FELINGER et al., 2003).

Diversos métodos experimentais para a determinagdo de isotermas de adsor¢do para um
unico componente € para multicomponentes - isotermas competitivas - tém sido reportados na
literatura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Esses métodos podem ser classificados em
estaticos ou dinamicos (GUIOCHON et al., 1994; JAMES et al., 1999; RUTHVEN, 1984). Os
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métodos estdticos para determinagdo de isotermas ndo analisam a curva concentragdo-tempo,
apenas utilizam informagdes no estado de equilibrio. Os métodos dinamicos sdo baseados na
andlise matemadtica das curvas resposta que correspondem as mudancas bem definidas na
alimentag@o da coluna cromatogréfica ao longo do tempo (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).
Métodos dinamicos sdo implementacdes dedicadas a cromatografia e que foram desenvolvidos
durante os udltimos 50 anos. Esses métodos incluem a andlise frontal (AF), andlise frontal por
pontos caracteristicos (AFPC), eluicdo por pontos caracteristicos (EPC), métodos de perturbagao

(MP) e método inverso (MI) (JAMES et al., 1999).

2.8.2. Método por analise frontal

2

E uma variante do método dindmico na determinacdo de isotermas, sendo a mais
usada, pela sua precisdo e relativa simplicidade. No entanto, este método consome uma elevada
quantidade de soluto (MIHLBACHLER et al., 2002). O método refere-se a determinacio de
isotermas a partir das curvas de ruptura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Pode ser realizado
pelo método do pulso ou pelo método de degraus consecutivos (BURGER et al., 2000; SUN et
al., 2001).

No primeiro método, a coluna inicialmente em equilibrio com a fase mével, € alimentada
com uma solu¢do de concentragdo conhecida contendo o soluto, até a sua saturacdo. Em seguida,
a coluna € alimentada apenas com a fase mével, o soluto € removido e o equilibrio novamente
atingido. A massa adsorvida em cada curva de ruptura € calculada independentemente das outras
curvas, o que elimina o acimulo de erros. Esse procedimento € repetido sucessivas vezes gerando
sucessivas curvas de ruptura, as quais cada curva corresponde a um ponto experimental na
isoterma de adsor¢do competitiva (BURGER et al., 2000; GRITTI e GUIOCHON, 2003;
GUIOCHON et al., 1994; JACOBSON et al., 1987; SUN et al., 2001).

O segundo modo de inje¢do consiste no aumento da concentracdo da solu¢@o contendo o
soluto, em intervalos de tempo apropriados, até a satura¢do da coluna. A composicao do soluto
em cada platd é determinada da andlise do eluente em um segundo sistema cromatografico. Neste
método, ndo ha regeneracdo da coluna entre duas etapas consecutivas e 0s erros sao propagados

de etapa para etapa, uma vez que, a massa adsorvida na etapa i +1, depende do valor da massa
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adsorvida na etapa anterior, i (BURGER et al., 2000; GRITTI e GUIOCHON, 2005; SUN et al.,
2001).

Os perfis de concentracdo, de um tnico componente € de uma mistura bindria, obtidos
pelo método da andlise frontal em um tUnico degrau sdo apresentados nas Figuras 2.22 e 2.23. Na
Figura 2.22, as areas A; e A, representam a massa de soluto na fase mével fora e dentro da
coluna cromatogréfica, respectivamente. O volume referente a drea A; € denominado volume

morto do sistema, V,,, € o volume referente a drea A, é denominado volume morto da coluna,
V, (V, =V, .£;). A drea Aj representa a massa de soluto adsorvida na fase estaciondria e a area

A4 corresponde a massa de soluto que sai da coluna durante o tempo do experimento (GRITTI e

GUIOCHON, 2005; LAI e LIN, 1999; SAMUELSSON et al., 2008).
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Figura 2.22 — Perfil de elui¢do de um tnico componente obtido pelo método da andlise frontal

(Adaptado de GRITTI e GUIOCHON, 2005).

Consequentemente, a concentracdo de soluto adsorvido na fase estaciondria (g,) em

equilibrio com uma dada concentragdo de soluto na fase moével (c;) é dada pela Equacdo 2.20
(CAVAZZINI et al, 2003; CHERRAK et al, 2000; GRITTI e GUIOCHON, 2005;
PIATKOWSKI et al., 2003):
A, _ c,(V,=V,)

(2.20)

ads
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onde, V. € o volume da coluna, V, € o volume de reten¢do do ponto de inflexdo da curva de

ruptura, V. € o volume morto total, volume morto do sistema mais o volume morto da coluna, e

V

ads

€ o volume de adsorvente.

A curva de ruptura para uma mistura bindria tem duas ondas separadas pelo platd
intermedidrio como apresentado na Figura 2.23, cuja largura diminui com o aumento da
concentracdo de ambos os componentes na fase mével (BURGUER et al., 2000; SUN et al.,
2001). Considerando apenas a etapa de adsor¢do, em ¢ <0 , a coluna € inicialmente condicionada

com uma solu¢do na qual a concentra¢dao dos componentes 1 € 2 sdo ¢, e ¢, , respectivamente.
Em 7 =0 essas concentragdes sdo alteradas para ¢, e c,,, promovendo a elevacido de duas

frentes com volumes de retencdo iguais a V, e V,,,, os quais sdo determinados do ponto de

+29

inflex@o da curva de ruptura. As concentragdes dos componentes no platd intermedidrio, formado

entre as duas frentes na etapa de adsorgéo, sdo ¢, ,; € ¢, ;. Apenas o enantiomero menos retido €

eluido nesse platd na etapa de adsor¢do. Na etapa de dessorcdo, o platd intermedidrio € referente
ao enantiomero mais retido (MIHLBACHLER et al., 2002b). O segundo plat6é é composto pelos
dois enantidmeros e suas concentracdes sdo iguais a da amostra injetada (JACOBSON et al.,

1987).

Cib Cop

Concentracdo na fase movel

CraCoa

Tempo

Figura 2.23 — Perfil de eluicdo de uma mistura bindria obtido pelo método da andlise frontal

(Adaptado de LAI e LIN, 1999).
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Os dados experimentais para a determinagdo das isotermas de adsor¢do podem ser obtidos
da etapa de adsorc¢do ou dessorcdo da curva de ruptura, segundo as Equagdes 2.21 e 2.22. A
concentracdo de cada componente adsorvido na superficie do adsorvente é determinada do
volume de reten¢do das duas frentes da curva e da composicao de cada componente nos platds
intermediarios (CHERRAK et al., 2000; JACOBSON et al., 1987, MIHLBACHLER et al.,
2002b).

Vi = Vo), —¢;, ) -V, =V, ), ,, —¢,
g, :( 1+2 0 )( i,b z,a) ( 1+2 1 )( > P > ) (2.21)
Vads

V ,—V Cip =Ciy)— V+7_V es \Cipi —Cig
. Wi =V ey, ,)V( 2 = Viae ) Cipi = Ci) (2.22)

ads

ondeV, . € o volume de reten¢do da primeira frente da curva de ruptura na etapa de dessor¢ao.

Quando se trabalha com altas concentracdes, surgem desvios da linearidade e interacdes
competitivas entre os diferentes componentes da alimentacdo, havendo necessidade de modelos
mais complexos descreverem o comportamento dos resultados experimentais (GUIOCHON et
al., 1994). Desta forma, o equilibrio de adsor¢do pode ser descrito por relacdes como as descritas

por alguns dos modelos seguintes:
2.9. Analise termodinamica de adsorcao

O estudo termodinadmico é uma estratégia que tem sido amplamente empregada para
explicar o mecanismo de reten¢do enantiomérica em fase estaciondria quiral ja que o processo de
separacdo direta dos enantiomeros S e R pode ser caracterizado pelas propriedades

termodindmicas AG =~ AH e AS. Separacdes cromatograficas quirais sdo determinadas pela
diferenca de energia livre de adsor¢do dos enantidmeros e essa diferenca pode ser calculada a
partir da seletividade, onde k, e kg sdo as constantes de associacdo relativas as configuragdes R

e S do enantidomero (SCHLAUCH e FRAHM, 2001; AHUJA, 2000; FORNSTEDT et al., 1997;
SCHURIG, 1994; PIRKLE, 1991):
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AG° = AH® —TAS® = —RTln[gj (2.23)

onde k € o fator de retencdo do soluto, ¢ arazio de fase na coluna (volume de fase
estaciondria pelo volume de fase movel), R a constate universal dos gases e T a temperatura
absoluta. Expressando a energia de Gibbs de acordo com mudangas na entalpia (AH’) e
entropia (AS"), o fator de retencdo passa a depender da temperatura de acordo com a Equagdo
2.24.

AH’ AS°
- +

RT R

Ink =

+1n ¢ (2.24)

Assumindo que AH® e AS° sdo constantes dentro de uma faixa de temperatura relevante,
o grifico de Ink em funcio de 1/T é capaz de fornecer os valores de AHe AS° a partir da

inclinacio e da intersecdo com o eixo da ordenada, (AH °/R) e [(AS/ R)+In ¢],

respectivamente. O termo AS € utilizado para substituir a expressio (AS/R)+Ing. Em

cromatografia quiral, entretanto, os graficos de van’t Hoff podem apresentar desvios da
linearidade devido a ndo-homogeneidade da superficie da FEQ causada por mecanismos de
retencdo distintos e, como conseqiiéncia, os cdlculos das propriedades termodinamicos podem ser
realizados de forma errada (SCHLAUCH e FRAHM, 2001; SCHURIG, 1994). O comportamento
linear serd obedecido desde que ndo haja alteragdes de conformagdo da fase estaciondria.
Grificos ndo-lineares sao obtidos para fases estaciondrias que apresentam superficies

heterogé€neas ou que sofram mudangas devido a temperatura (ROSA, 2005; DIAS,2007).

A partir da diferenca de energia livre de Gibbs (Equacdo 2.23) para os dois
enantidmeros, pode-se definir o termo A(AG’). Este é responsdvel pela maior retencio do
segundo enantidmero na fase estaciondria quiral (BERTHOD et al. 2004). Diferentes interacdes
entre os dois enantidmeros e a fase estaciondria podem ser expressas como a diferenca em
energia molar para os dois enantidmeros, calculadas a partir do fator de separacdo (« ) através da

Equacdo 2.25.
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_AAG")  A(AH?) . A(AS?)
RT  RT R

Ina= (2.25)

Os termos A(AG”), A(AH®)e A(AS°)representam as diferencas de energia livre de

Gibbs, entalpia e entropia, respectivamente. No caso de separacdes quirais, o fator de
separacdo (a ) é o fator primordial que determina a diferenca relativa de retencdo dos dois

enantidmeros (BERTHOD et al., 2004).

A certa temperatura, a temperatura isoenantiosseletiva (7, ),0 termo entdlpico ¢é

compensado pelo termo entropico, conduzindo a uma completa perda de separacdo quiral

(AAG =0). Acima da T

., a separacdo melhora com a ordem de elui¢cdo dos enantiomeros
invertida e assim a enantioseletividade € dominada pelo termo entrépico (CIRILLI e LA TORRE,
1998).

_ A(AH")

iso — A(ASO) (2.26)

2.10. Sobrecarga da coluna

Os perfis de eluicdo em condi¢cdes de sobrecarga sio muito sensiveis as isotermas de
adsor¢do. Em altas concentragdes, os picos cromatogrificos sao fortemente influenciados pela
termodinamica de equilibrio de fase, isto €, a influéncia do comportamento ndo linear da isoterma
de adsorc¢d@o possui uma forte predominancia com relacao a influéncia da cinética de transferéncia
de massa (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Uma coluna cromatografica pode atingir a
condicdo de sobrecarga quando a amostra € pouco soltivel na fase mével ou o volume de injecao
¢ elevado para as dimensdes da coluna; alta concentracdo da amostra e amostra que sao
dissolvidas em solventes com elevada caracteristica de solvatacdo quando comparada a fase

movel.

Quando a sobrecarga da coluna € considerada, dois procedimentos podem ser realizados.
O primeiro, sobrecarga de concentracdo, considera o soluto muito solivel na fase mével e é

realizado com volume de injecdo constante de solu¢des em concentragcdes crescentes. Com o
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aumento da concentragdo da solucao injetada é esperado que os picos cromatogréaficos sejam
muito distorcidos chegando a ter forma de um tridngulo. Pode ocorrer o aumento de cauda do
pico cromatografico. O segundo tipo de sobrecarga — sobrecarga de volume- considera o soluto
com solubilidade baixa ou até intermedidria na fase mdvel. A partir de uma solugao concentrada,
preparada para faixa de solubilidade do analito na fase moével, volumes crescentes da mesma
solucdo sdo injetados no sistema cromatografico. O aumento do volume de injecdo, dentre outros
fatores como a forca do solvente usado para dilui¢do, pode resultar na deformacdo do pico. Os
picos cromatogrificos sdo mais simétricos e a partir de um certo volume de inje¢do a altura do

pico pode manter-se constante (MARCHERY-NAGEL, 2001).

2.11. Cromatografia preparativa em leito mével simulado

Nos dltimos anos, a cromatografia preparativa tem aumentando sua importancia como um
processo de separacdo, purificacdo e recuperacdo nas industrias farmacéutica, agroquimica e de
alimentos, em que as técnicas cldssicas como a destilagcdo e evaporacdo nao sao possiveis. Muitas
aplicacdes envolvem a cromatografia preparativa em batelada; contudo, notdveis inovacgdes foram
alcangadas gracas ao desenvolvimento da cromatografia continua em larga escala, cujas

vantagens sao significativas em termos de desempenho do processo (SARTOR, 2006).

A cromatografia preparativa enfocada na tecnologia de leito mével simulado (LMS), é
atualmente uma das mais importantes técnicas de separacdo quiral na indudstria farmacéutica
(ZHANG et al., 2004). Desde que foi patenteado em 1960 pela Universal Oil Products (UOP),
tem encontrado cada vez mais novas dreas de aplicacdo, com especial €nfase na industria de
quimica fina (AZEVEDO et al., 1999). O crescente interesse por esta técnica estd associado a
maior produtividade, ao menor custo de operacdo e a possibilidade em se obter produtos mais
concentrados em tempos relativamente curtos quando comparada a cromatografia em batelada
(FRANCOTTE et al., 1998). As vantagens do emprego do LMS frente a cromatografia em
batelada, podem ainda ser ampliadas nos quesitos que seguem (SCHULTE e STRUBE, 2001):

- Maior produtividade,

- Menor custo de operagao,
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- Produtos mais concentrados.

Mesmo para separagdes em maiores escalas, em que o baixo custo de operacdo supera o
alto custo fixo, o custo global de separacio de uma unidade de leito mével torna-se menor

perante a cromatografia convencional (ZHANG et al., 2004).

Cromatografia em LMS € uma técnica promissora para a producdo industrial de farmacos
enantioméricos individuais, capaz de competir com outros métodos até agora dominantes, como a
cromatografia em batelada, cristalizacdo diastereoisomérica ou sintese assimétrica (AZEVEDO et
al., 1999). A idéia basica de um sistema com leito mével € promover um contato contracorrente
entre as fases sOlida e liquida, visando maximizar a transferéncia de massa no processo. As
grandes vantagens do contato contracorrente entre as fases estaciondria (fase sélida) e a movel
(fase liquida) sdo a alta produtividade, o baixo consumo de solvente e um aumento na
performance de separacdo, gerando uma elevada recuperacdo do produto com elevado grau de
pureza, mesmo quando a seletividade € proxima da unidade ou a eficiéncia da fase estaciondria é

baixa (TACHIBANA e OHNISHI, 2001; WANG e WENSLOW, 2003).

A compreensdo do processo LMS depende necessariamente da observacdao de um outro
processo, o processo de leito movel verdadeiro (LMV). O processo de LMV € um processo
cromatogriafico no qual, ao contrdrio dos processos tradicionais de leito fixo, a fase sélida
adsorvente se move em contracorrente a fase liquida. A vantagem desse tipo de movimento esta
na sua propriedade de aumentar a forca motriz da separacdo, como acontece em um trocador de
calor, aumentando assim a eficiéncia de utilizacdo do adsorvente (SANTOS, 2004). Na operacao
do LMYV ideal (Figura 2.24), os fluxos de fase liquida e sélida estdo em direcdes opostas e sao
continuamente reciclados, ou seja, a fase liquida que deixa a zona 4 € reciclado para a zona 1,
enquanto que a fase sélida saindo da zona 1 € reciclado para a zona 4. A alimentacdo € injetada
entre as zonas 2 e 3 e duas linhas de produtos podem ser continuamente coletadas: o extrato, rico
no composto mais retido e, entdo, preferencialmente transportado com a fase estaciondria (fase
solida); e o refinado, espécie menos retida que move juntamente com a fase movel (fase liquida).
Com relacdo ao eluente puro, este € injetado continuamente no inicio da zona 1 com o liquido

reciclado do final da zona 4.
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Fluxo da
fase solida

Eluente

Figura 2.24 - Diagrama esquemadtico de operagdo do sistema leito mével verdadeiro (LMV). (e)
Composto menos retido — refinado; (m) Composto mais retido — extrato. Adaptado de COX

(2005).

A unidade LMV ¢ dividida em quatro zonas: zona 1, que se inicia na entrada do eluente e
termina no ponto de retirada do extrato; zona 2, iniciada apds o ponto de retirada do extrato e
finalizada antes da entrada da alimentagdo; zona 3, que se inicia com a entrada da alimentagao e
termina no ponto de retirada do refinado; e, por fim, a zona 4, que se estende desde o ponto de
retirada do refinado até o ponto de entrada do eluente. Durante a operacao do LMV, a vazdo de
solido € constante em toda a unidade. Contudo, devido aos pontos de injecdo e coleta, a vazao de

liquido difere de zona para zona, e estas, por sua vez, apresentam diferentes funcoes.

Nas zonas 2 e 3, os dois componentes (A e B) movem-se em diregdes opostas. O
componente menos retido (A) deve ser dessorvido e transportado com a fase liquida (fase mével),
ao passo que o composto mais retido (B) deve ser adsorvido e transportado com a fase sélida

(fase estaciondria). Considerando que nestas zonas o objetivo € evitar a contaminacdo das
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correntes de extrato e refinado, entdo se pode dizer que a zonas 2 e 3 correspondem as zonas de
dessorcdo de A e adsorcao de B, respectivamente. Na zona 4, ambos os componentes devem ser
adsorvidos a fim de se regenerar o eluente que serd reciclado para a primeira zona. Como o
componente A € a espécie menos retida, as condi¢des para a adsor¢ao deste componente também
possibilita a de espécies mais retidas. Por outro lado, a zona 1 caracteriza-se como a zona de
regeneracdo do sélido, cujos componentes A e B podem ser dessorvidos a fim de se obter uma
fase estaciondria livre dessas espécies. Sendo o componente B a espécie mais retida, sua condi¢ao

de dessor¢do permite também dessorver A (COX, 2005).

A configuracdo LMV nao € um esquema eficiente de processo porque a movimentacao da
fase s6lidA muitas vezes ndo acontece da forma desejada. Para que se aproveitem as vantagens
do escoamento em contracorrente, que maximiza a for¢a motriz da separagdo, € necessario que a
fase solida flua de forma ordenada, ou seja, num fluxo aproximadamente empistonado. No
entanto, a fase sélida adsorvente pode consistir em um pé muito fino que tem a tendéncia de se
agitar mais do que deveria, ocorrendo um desvio do tipo de fluxo que seria o ideal, desvio este
conhecido por retromistura (backmixing). A movimentacao da fase sélida também leva a erosdo
das particulas e a problemas de atrito (MAZZOTTI et al., 1996). Portanto, para vencer estes
obstdculos, langa-se mao do Leito Mével Simulado (LMS), desenvolvido justamente para manter
as vantagens do processo continuo contracorrente sem introduzir os problemas associados ao

movimento da fase s6lida (RODRIGUES e PAIS, 2004).

O LMS consiste no arranjo de vdérias colunas de leito fixo em que o processo
contracorrente entre as fases sélida e liquida € simulado por mudancas periddicas das posi¢oes de
entrada e saida na direcdo do fluxo da fase liquida. Desta forma, a fase sélida ndo se move e
perfis de concentracdo sdo alcancados no interior de cada coluna. Tdo logo os pontos de
alimentacdo e retirada seguem estes perfis, pode-se gerar um estado estaciondrio ciclico em que a
migracdo das frentes de adsor¢d@o se repete a cada tempo de troca da mesma forma (SARTOR,
2006). O surgimento do LMS superou as inconveniéncias da cromatografia liquida convencional
em batelada e proporcionou a aplicagdo industrial das técnicas cromatograficas. Exemplos de
estudos recentes incluem a separacdo de enantidmeros (MINCEVA et al., 2003; WANG e
CHING, 2004; SANTOS et al., 2004; RAJENDRAN et al., 2005; VEREDAS et al., 2000),
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processamento de agicares (MALLMANN et al.,, 1998; AZEVEDO e RODRIGUES, 2001;
BUBNIK et al., 2004), purificacdo de aminodcidos e proteinas (XIE et al., 2000; CREMASCO E
WANG, 2003;: MOLNAR et al., 2004; MOLNAR et al., 2005), separacdo de acidos orgénicos
(LEE et al., 2004) e separacdo de isomeros Opticos derivados de petréleo (SILVA et al., 2004;
KURUP et al., 2005).

2.11.1. Projeto das condicoes de operacao do leito mével simulado

A selecdao das condi¢des operacionais do LMS ndo € uma tarefa simples e direta, pois
depende de cada processo de separacdo em particular, sendo funcdo de informagdes sobre o
equilibrio e aspectos de transferéncia de massa.O principal problema consiste na escolha correta
das vazdes de solido (representadas pelo tempo de troca das posi¢des de alimentagdo e retirada) e
liquido (RODRIGUES e PAIS, 2004). Deve-se ter em maos estes parametros antes mesmo da
partida da unidade. Nisto estdo inseridos a determinacdo das vazdes de alimentacdo da amostra e
de dessorvente e as vazdes de retirada de refinado e extrato, além do tempo de troca das posi¢oes
das correntes no sistema. Projetadas para obter alta produtividade de separacdo, as unidades
LMS muitas vezes operam com alta concentra¢ido de alimentacdo, o que leva a comportamentos
ndo lineares na adsor¢cdo competitiva dos enantiomeros. Por isso, ferramentas de modelagem e
simulacdo sdo de importancia crucial antes da realizacdo de experimentos no sistema. Diferentes
técnicas para a obtencdo destes parametros sdo reportadas na literatura, podendo-se destacar o
método do tridngulo, o método dos volumes de separac@o, o conceito de ondas estaciondrias, e,
finalmente, o método do atalho. O método do tridngulo, apesar de sua maior difusdo na literatura,
nao € capaz de unir, nas condi¢des de operagdo, a pureza do produto desejado com as vazdes e
comprimentos das zonas de separacdo e com os parametros de transferéncia de massa, pois estes
e os efeitos de dispersdo axial sdo negligenciados. Logo, a metodologia <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>