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Capítulo 1 

 

1. Introdução 
 

  A quiralidade é uma característica proeminente dos sistemas biológicos, presente desde as 

moléculas aos seres humanos e inerente a quase todos os processos bioquímicos e fisiológicos. A 

questão da quiralidade tornou-se cada vez mais importante no processo de pesquisa farmacêutica 

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

 De acordo com MAIER et al. (2001) a natureza quiral dos sistemas vivos tem implicações 

evidentes em compostos biologicamente ativos que interagem com eles. Em nível molecular, 

quiralidade representa uma propriedade intrínseca dos "blocos de construção da vida", tais como 

aminoácidos e açúcares, e portanto, de peptídeos, proteínas e polissacarídeos. Como 

conseqüência, os processos metabólicos e reguladores mediados por sistemas biológicos são 

sensíveis à estereoquímica e respostas diferentes podem ser freqüentemente observadas quando 

se comparam as atividades de um par de enantiômeros. Estereosseletividade é muitas vezes uma 

característica de reações enzimáticas, interações mensageiro-receptor e processos metabólicos, 

que pode variar interespecificamente e até mesmo de um indivíduo para o outro. Portanto, a 

estereoquímica deve ser considerada quando se estuda xenobióticos, tais como fármacos, 

agroquímicos, aditivos alimentares, aromas ou fragrâncias. 

O interesse na quiralidade e suas consequências não é um fenômeno recente. No entanto, 

durante a última década tem suscitado crescente expectativas devido a razões ecônomicas e 

científicas, e a indústria farmacêutica foi a principal incentivadora e contribuinte nesse processo 

(MAIER et al., 2001). O interesse nesta área contribiu para o planejamento e síntese de novos 

produtos farmacêuticos, já que o uso de fármacos quirais enantiomericamente puros pode ser 
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vantajoso por possibilitar a redução na dose administrada, a simplificação na relação dose-

resposta, a remoção da fonte de variabilidade inter-objeto e a redução na toxicidade devido ao 

isômero inativo (CALDWELL, 1996). Porém existe a possiblidade de um enantiômero racemizar 

em solução ocorrendo o fenômeno da “inversão quiral”. A inversão quiral ocorre quando um 

estereoisômero é metabolicamente convertido em seu enantiômero sem outra alteração na 

estrutura. Os exemplos mais conhecidos dos agentes submetidos a esse tipo de transformação 

são: os ácidos 2-arilpropiônico (2-APAs) antiinflamatórios não-esteróides (AINEs), por exemplo, 

ibuprofeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, cetoprofeno, e os relacionados ácidos herbicidas 2-

ariloxipropiônicos, por exemplo, haloxifop. Esta característica conduz a uma aceitação da 

comercialização de fármacos estereoisoméricos na forma de racemato (LIMA, 1997). 

 Adicionalmente, as autoridades governamentais que regularizam a produção e distribuição 

de fármacos, como por exemplo o “Food and Drug Administration” (FDA, EUA) e órgãos 

equivalentes na Europa, China e Japão enfatizam a necessidade de se ter informações sobre as 

propriedades físico-químicas, cinéticas e dinâmicas estereosseletivas de fármacos quirais e 

também fornecem orientações indicando que de preferância apenas o enantiômero ativo do 

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

 Enantiômeros possuem propriedades físicas semelhantes tais como: pontos de fusão e 

ebulição, índice de refração, solubilidade, espectros de infravermelho e demais propriedades 

físicas (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). Portanto não podem ser analisados pelos métodos 

comuns, necessitando de técnicas analíticas especiais, tanto do ponto de vista qualitativo quanto 

quantitativo. Alguns métodos empregados são: polarimetria, ressonância magnética nuclear, 

cromatografia líquida de alta eficiência e cromatografia gás-líquido com fase estacionária quiral, 

birrefringência circular óptica rotatória e dicroísmo circular (LIMA, 1997). 

 Enantiômeros puros podem ser obtidos por síntese assimétrica ou a partir da resolução da 

mistura racêmica. A síntese assimétrica é útil para obtenção de pequenas quantidades, porém  

devido ao tempo utilizado, torna-se inviável para a obtenção das quantidades necessárias nas 

fases iniciais do processo de descoberta de fármacos. Na pesquisa e desenvolvimento inicial de 

fármacos quirais, o tempo é uma questão-chave, o que significa que o processo para a geração de 

enantiômeros puros tem que ser rápido e aplicável a compostos quirais representando uma grande 
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diversidade na estrutura química. Cromatografia enantiosseletiva em fase estacionária quiral 

(FEQ) é considerada a rota mais eficiente e geral para a obtenção de enantiômeros de alta pureza 

óptica, e tornou-se uma ferramenta eficiente na pesquisa farmacêutica e desenvolvimento inicial 

de fármacos (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). As fases estacionárias quirais (FEQs) são, 

obviamente, um elemento chave na cromatografia enantiosseletiva. Uma FEQ ideal deve 

apresentar as seguintes características: ser universal (alta capacidade de reconhecimento), deve 

ser robusta e duradoura (estabilidade química e física), deve tolerar uma grande variedade de 

fases móveis e deve estar disponível em grandes quantidades e a um preço razoável 

(FRANCOTTE, 2005). 

 O secnidazol  foi inicialmente sintetizado na França nos laboratórios de pesquisa da 

Rhône-Poulenc (BENAZET e GUILLAUME, 1976). É um dos derivados nitroimidazólicos mais 

recentes e possui espectro de atividade contra microorganismos anaeróbicos e eficácia no 

tratamento de amebíase, giardíase, tricomoníase e vaginose bacteriana (GILLIS e WISEMAN, 

1996).  O secnidazol é rapidamente e completamente absorvido após administração oral e possui 

maior meia-vida em relação aos fármacos comumente usadas nesta classe. Portanto o tratamento 

com secnidazol é mais rápido e significativamente mais eficaz que o tratamento com outros 

fármacos imidazóis além de apresentar menores efeitos colaterais (RIVERA et al., 2000). 

Entretanto ele ainda não é oficial em nenhuma farmacopéia (BAKSHI e SINGH, 2004). 
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Capítulo 2 

 

2. Revisão Bibliográfica 
 
  

Este capítulo tem o objetivo de apresentar 

uma revisão da literatura referente aos 

fundamentos de estereoquímica, fármacos 

nitroimidazóis, parâmetros de separação 

cromatográfica de moléculas quirais e a 

determinação de parâmetros importante para 

separação contínua utilizando a tecnologia de 

leito móvel simulado (LMS).  

 

2.1. Fundamentos de estereoquímica  

2.1.1. Introdução 

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

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

exemplo, é estruturalmente quiral, com o coração localizado à esquerda do centro, e o fígado à 

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

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

ligantes diferentes. 
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Figura 2.1 – Representação esquemática de moléculas quirais. 

A atividade de fármacos contendo estereocentros pode, semelhantemente, variar entre 

enantiômeros (SOLOMONS e FRYHLE, 2000). Muitas vezes um deles representa o isômero 

mais ativo para uma determinada ação (eutômero), enquanto o outro (distômero) pode ser ativo 

em uma forma diferente, contribuindo para os efeitos colaterais, exibindo toxicidade, ou atuando 

como antagonista (MAIER et al., 2001). Um exemplo clássico da importância da quiralidade na 

indústria farmacêutica e que não pode ser esquecido é o da talidomida. Na década de 60, a 

talidomida foi comercializada na sua forma racêmica como um sedativo, para aliviar náuseas 

matinais em gestantes, porém apresentou sérios efeitos colaterais. Estudos posteriores 

confirmaram que apenas o R-enantiômero possui a atividade sedativa desejada, enquanto que o 

S-enantiômero apresenta propriedades teratogênicas, levando a deformações congênitas em fetos, 

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

2.1.2. Estereoquímica 

 Louis Pasteur foi um dos primeiros a reconhecer a importância dos aspectos espaciais de 

produtos biológicos, embora remédios de ervas contendo estereoisômeros tinham sido usados 

como fármacos por séculos (SMITH, 1989). Isômeros podem ser definidos como moléculas que 

possuem o mesmo número do mesmo tipo de átomos dispostos de maneiras diferentes, podendo 
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possuir diferentes classificações de acordo com a distribuição atômica (isômeros de função, de 

cadeia, etc) (LIMA, 1997). Existem duas grandes categorias de isômeros: constitucional (ou 

estrutural) e isômeros estereoisômeros.  

Isômeros constitucionais têm a mesma fórmula molecular, mas os átomos estão dispostos 

em posições diferentes. Estes são agentes quimicamente distintos. No entanto, eles podem possuir 

propriedades farmacológicas semelhantes (por exemplo, C21H28O5 que é a fórmula molecular 

para a cortisona, prednisolona e aldosterona) ou podem ter ações muito diferentes (por exemplo, 

C10H15CINO que é a fórmula molecular para o cloreto de edrofônio e cloridrato de efedrina). 

Estereoisômeros têm conjuntos idênticos de átomos que estão configurados nas mesmas 

posições, mas estão dispostos espacialmente de forma diferente. Há duas formas principais de 

estereoisômeros: isômeros geométricos e isômeros ópticos (ou enantiômeros). Isômeros 

geométricos possuem uma ligação rígida planar sobre quais os grupos de átomos não são capazes 

de girar livremente. Isômeros ópticos foram assim chamados devido sua capacidade de girar no 

plano de luz polarizada. Enantiômero é um termo sinônimo (e preferido) que se refere a isômeros 

ópticos tendo uma relação de imagem de espelho um do outro. Enantiômeros têm as mesmas 

propriedades químicas, mas falta um plano de simetria e, portanto, não são sobreponíveis: eles 

giram a luz polarizada igualmente, mas em direções opostas. Isômeros ópticos são mais comuns 

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

As moléculas que apresentam mais de um centro quiral apresentam a diastereoisomeria. 

Diastereoisômeros (ou diastereômeros) referem-se a moléculas que possuem a mesma 

configuração em um ou mais centros quirais e configurações diferentes em um ou mais centros 

quirais. Eles ainda são isômeros ópticos, mas devido a diferentes relações entre os seus centros de 

carbono e grupos químicos ligados eles não estão relacionados como imagens de espelho. 

Diastereoisômeros têm diferentes propriedades físicas e químicas tais como pontos de fusão e 

ebulição e solubilidade, e podem ter diferentes propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas; portanto, eles são considerados fármacos diferentes (CORDATO et al., 2003). 

Outro tipo de compostos quirais e também de grande importância farmacêutica são os 

chamados atropoisômeros. Atropoisômeros são compostos quirais originados pelo impedimento 
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estérico de uma ou mais ligações simples. Por esse motivo atropoisômeros são também 

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

isômeros:

 

Figura 2.2 – Classificação dos isômeros. (Extraído de SMITH, 2009). 

2.1.3. Enantiômeros 

  Enantiômeros são estereoisômeros que possuem a mesma fórmula molecular e que não se 

sobrepõem, sendo imagem especular um do outro. Apresentam as mesmas propriedades físicas e 

químicas, tais como: ponto de fusão e ebulição, solubilidade, densidade, dentre outras. Os 

enantiômeros giram no plano de luz polarizada em direções opostas e em  quantidades iguais 

(SMITH, 2009).  Apresentam comportamento diferente apenas quando interagem com outras 

substâncias quirais. Eles apresentam taxas diferentes de reação 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 importância como um fator determinante das propriedades 

farmacológicas tem sido uma parte do conhecimento científico desde meados de 1800 (REDDY e 
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MEHVAR, 2004). A partir de partículas elementares para os seres humanos- como o DNA, RNA 

e aminoácidos, a quiralidade é encontrada em uma ampla gama de objetos. A projeção de uma 

mão esquerda sobre uma folha de papel é idêntica com a projeção de uma mão direita se você 

cortá-la e virá-la (Figura 2.3) (WAGNIÈRE, 2007). Existem vários exemplos de quiralidade em 

nosso meio, por exemplo, as pinturas dos túmulos no Egito, as estruturas helicoidais de plantas e 

os animais. Resumidamente, quiralidade existe em quase todo este universo e está associada com 

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

 

Figura 2.3 – Quiralidade. (Extraído de WAGNIÈRE, 2007) 

Quiralidade e noções afins, tais como proquiralidade são conceitos centrais da 

estereoquímica e tendem a permear todos os campos da química e bioquímica. O nome 

"quiralidade" em si foi cunhado por Lord Kelvin. Agora, o nome Kelvin está associado a célebre 

definição: "Eu chamo qualquer figura geométrica, ou grupo de pontos, quiral, e digo que tem 

quiralidade, se a sua imagem num espelho plano, idealmente realizado, não pode ser trazido para 

coincidir com ela mesma". Esta definição de Kelvin domina universalmente a concepção de 

quiralidade em química e bioquímica (GUENNES, 1998). 

 A quiralidade (lateralidade) de moléculas enantioméricas é causada pela presença 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 óptica dos enantiômeros são 
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determinadas pela sua configuração absoluta, ou seja, o arranjo espacial dos átomos na molécula. 

Em contraste com a sua conformação, a configuração dos enantiômeros não pode ser alteradas 

sem uma mudança na conectividade dos átomos constituintes (DAVANKOV, 1997). Na maioria 

das vezes essas moléculas possuem um centro de assimetria focada em um átomo específico na 

molécula. Com relação a esses centros de assimetria, os fármacos quirais podem assumir várias 

formas. Na maioria dos casos, o centro esterogênico é um átomo de carbono tetraédrico ao qual 

estão ligados quatro substituintes distintos. Alternativamente, entre os fármacos quirais pode 

possuir átomos de enxofre ou fósforo em seus centros de assimetria (REDDY e MEHVAR, 

2004). 

 Do que foi mencionado até agora, pode parecer que a atividade óptica de uma molécula 

está ligada à ocorrência de um (ou mais) centro (s) atômico (s) assimetricamente substituído. Mas 

isso não precisa ser o caso: um belo exemplo para outro tipo de molécula quiral pode ser 

encontrado nos helicenos, hidrocarbonetos  aromáticos orto-condensados  policíclicos, que 

devido ao impedimento estérico, são forçados a adotar uma estrutura não planar. Em uma 

molécula, como o hexaheliceno, não existem átomos de carbono assimétricos  no sentido usual. 

Em vez disso, a molécula como um todo é obrigada a assumir uma conformação helicoidal de 

simetria que pode ser no sentido horário ou anti-horário (Figura 2.4). A molécula, portanto, 

apresenta quiralidade intrínseca (WAGNIÈRE, 2007). 

 

Figura 2.4-  Molécula de hexaheliceno. (Extraído de WAGNIÈRE, 2007) 
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2.2. Fármacos com espectro de atividade contra bactérias e protozoários anaeróbios 

2.2.1. Introdução 

 Infecções parasitárias e bacterianas que afetam o trato gastrointestinal representam uma 

importante causa de morbidade e mortalidade no mundo. Os fármacos nitroheterocíclicos estão 

disponíveis desde o início dos anos 1960 para o tratamento de protozoários anaeróbios. A 

aplicação destes fármacos tem aumentado e são atualmente utilizados para tratar bactérias 

patogênicas anaeróbias e protozoários. Os 5-nitroimidazóis são um grupo bem estabelecido de 

agentes antibacterianos e antiprotozoários que inibem o crescimento de ambas bactérias 

anaeróbias e certos protozoários anaeróbios. As importantes atividades antibacteriana e 

antiprotozoária dos nitroimidazóis estão associadas com o metabolismo redutivo que levou a um 

interesse considerável na redução química do nitroimidazol e a síntese de novos fármacos 

altamente eficazes (MITAL, 2009).   

2.2.2. Fármacos nitroimidazóis 

 A introdução de fármacos nitroheterocíclicos no início dos anos 1960 anunciou uma nova 

era no tratamento de infecções causadas por bactérias gram-negativas e gram-positivas e de uma 

variedade de protozoários patogênicos. O antibiótico azomicina (um 2-nitroimidazol), isolado no 

Japão a partir de um estreptomiceto em 1955, foi o primeiro nitroimidazol ativo a ser descoberto 

e atuou como o principal impulso para a busca sistemática de fármacos com atividade contra 

protozoários anaeróbios. Considerando a sua atividade de largo espectro contra microrganismos 

anaeróbios, várias investigações em relações à estrutura-atividade desta classe de substâncias 

foram realizadas, indicando que os 5-nitroimidazóis são mais eficazes do que seus isômeros 4-

nitro (TIAN et al., 2003). Isto levou à síntese do 5-nitroimidazol metronidazol (1-β-hidroxietil-2-

metil-5-nitroimidazol) e da demonstração de sua atividade contra tricomoníase. Posteriormente, o 

metronidazol mostrou-se eficiente contra a giardíase, amebíase e vaginose bacteriana (UPCROFT 

et al., 1999). Na década de 1960 o potencial do fármaco como tratamento para a amebíase - 

doença grave tropical - foi explorado e estabelecido em ambas as formas intestinal e extra-

intestinal (NOTOWICZ, 1978). 
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Compostos nitroheterocíclicos têm uma grande variedade de aplicações, que vão desde 

conservantes de alimentos a antibióticos. Os nitroimidazóis têm usos terapêuticos como agentes 

antibacterianos anaeróbios e antiprotozoários. A atividade antimicrobiana destes agentes 

quimioterápicos inibe o crescimento de bactérias anaeróbicas e alguns  protozoários anaeróbios, 

como Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica e Giardia lamblia. Eles têm outras 

atividades biológicas interessantes do potencial terapêutico, tais como, radiosensibilizadores no 

tratamento do câncer, controle da fertilidade, e na terapia antituberculose. Os derivados 5-

nitroimidazóis foram testados em células e em ensaios de enzima contra o HIV-1 da transcriptase 

reversa recombinante. Os 2-nitroimidazóis desempenham um papel importante como marcadores 

biorredutíveis de tumor, como radiosensibilizadores, e alguns também demonstram atividade 

antiprotozoária. Alguns derivados dinitro e mono nitroimidazol tem sido previsto como notáveis 

radiosensibilizadores, agentes antiprotozoários e antibacteriano ou antiepilépticos (MITAL, 

2009). Além disso, fármacos nitroimidazóis são amplamente utilizados como aditivos para 

estimular o crescimento, prevenir e controlar doenças, no entanto, devido a suas propriedades 

potenciais carcinogênicas e mutagênicas para os seres humanos, suas aplicações para animais 

produtores de alimentos têm sido proibida em muitos países para assegurar a proteção eficaz dos 

consumidores (LIAO et al., 2010). 

Desde o seu surgimento na década de 1960, o metronidazol tem sido o principal fármaco 

contra a amebíase intestinal ou extra-intestinal, assim como muitas infecções por protozoários. 

No entanto, como esperado, depois de um período tão longo, a resistência ao metronidazol 

amebiana tem sido relatada.  O sucesso desses fármacos depende da ativação redutiva do grupo 

nitro com o fármaco 5-nitro, que é controlada pelo sistema redox da célula-alvo. Como 

conseqüência, as espécies com caminhos alterados, ausente ou elevado potencial redox são 

resistentes aos fármacos 5 nitroimidazóis. Felizmente, alguns medicamentos têm sido citados 

como eficazes contra amebas resistente ao metronidazol: tinidazol, nitazoxanida, cloroquina, 

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

Os nitroimidazóis são imidazóis heterocíclicos com um grupo nitrogênio incorpado em 

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

destes fármacos são dadas na Figura 2.5 (PINTO et. al, 2010; TIAN et al., 2003). 

 

Figura 2.5-  Estruturas químicas dos nitroimidazóis. 

Os nitroimidazóis são fármacos muito semelhantes em sua estrutura e, portanto, têm 

várias propriedades biológicas em comum. Assim, o grupo 5-nitro é essencial para a sua ação 

terapêutica, e seu grau de atividade contra bactérias anaeróbias e protozoários parasitas de seres 

humanos e animais é muito semelhante. Certas propriedades toxicológicas também são comuns 

aos nitroimidazóis, notavelmente a sua capacidade de induzir mutações em vários sistemas de 

teste bacteriano e aumentar a produção de tumores em animais de laboratório. Ambas atividades 

antimicrobiana e mutagênica envolvem a redução do grupo 5-nitro com a formação de um 

derivado de hidroxilamina de curta duração que podem se ligar covalentemente a 

macromoléculas de tecidos diversos (RAETHER e HÄNEL, 2003). 

2.2.3. Secnidazol 

 O secnidazol corresponde à formulação 1-(hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (Figura 

2.6) com fórmula molecular C7H11N3O3 e massa molar de 185,18 g/gmol. Foi sintetizado pela 

primeira vez nos laboratórios de pesquisa da Rhone-Poulenc na França.  Na época foram 
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reconhecidas suas atividades contra tricomoníase e amebíase, mas o produto não foi desenvolvido 

porque o metronidazol (que havia sido sintetizado nos mesmos laboratórios) parecia ter resolvido 

o problema terapêutico da tricomonose e revelou-se muito promissor para o tratamento do fígado 

e amebíase intestinal (BENAZET e GUILLAUME, 1976).  

 

Figura 2.6-  Estrutura química do secnidazol. 

O secnidazol é um dos derivados nitroimidazólicos mais recentes, e como já citado, possui 

espectro de atividade contra microorganismos anaeróbicos e eficácia no tratamento de amebíase, 

giardíase, tricomoníase e vaginose bacteriana (GILLIS e WISEMAN, 1996). Por ser 

completamente absorvido após administração oral e possuir maior meia-vida de eliminação 

terminal (17 h à 29 h)  além de demonstrar uma potência antiamebiana dez vezes maior que o 

metronidazol e o ornidazol pode ser uma valiosa alternativa em substituição destes fármacos 

devido aos menores efeitos colaterais. Se o enantiômero ativo do racemato puder ser usado, a 

dosagem pode ser reduzida a metade. Assim, a necessidade de obter enantiômeros opticamente 

puros do secnidazol é bastante óbvia (BACKER et al., 2010; TIAN et al., 2003). 

As evidências disponíveis sugerem que o secnidazol é tão eficaz quanto os outros 

fármacos 5-nitroimidazóis no tratamento de infecções causadas por protozoários e vaginose 

bacteriana. A conveniência e facilidade de administração associados com a terapia de dose única, 

combinada com um bom perfil de tolerabilidade, fazem do secnidazol uma opção adequada a 

outros tratamentos de dose única e uma alternativa atraente para os regimentos de doses múltiplas 

com outros fármacos desta classe (GILLIS e WISEMAN, 1996). Porém o secnidazol ainda não é 
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oficial em nenhuma farmacopéia e não há informações na literatura sobre o comportamento de 

estabilidade deste fármaco sob condições hidrolítica, oxidativa e térmica (BAKSHI e SINGH, 

2004). 

2.2.3.1. Determinação da configuração absoluta do secnidazol 

 O ornidazol e o secnidazol são ambos álcoois secundários,  o primeiro é uma cloridrina 

com o átomo de cloro na posição terminal. Cloridrinas podem ser separadas a partir de seus 

antípodas ópticos por resolução de lipase-catalisada e de acordo com a literatura  foi demonstrado 

que a lipase à partir de Pseudomonas sp. é a melhor escolha entre as enzimas comerciais 

disponíveis. Se os substituintes dos dois lados de um álcool secundário diferirem em tamanho e 

um lado possuir um sistema carbocíclico ou aromático como o maior grupo, a 

enantiosseletividade poderá ser satisfatória. A configuração absoluta do secnidazol pode ser 

deduzida pela regra de Kazlauskas, na qual se prevê que o enantiômero mostrado na Figura 4.9 

prossegue mais rapidamente do que o seu antípoda na esterificação lipase-catalisada de álcoois 

secundários. M e L representam substituintes médio e grande, respectivamente. Se a regra de 

Kazlauskas for aplicável ao secnidazol, a configuração absoluta do secnidazol acilante [(-)-sec], 

deverá ser R.  

 

Figura 2.7 – Regra de Kazlauskas para a enantiopreferência da lipase da Pseudomonas sp. 

A fim de verificar a inferência sobre configuração absoluta do R-(-)-sec, foi preparado um 

derivado correspondente R-(-)-5 [R-(-)-4-bromo-benzóico-1-metil-2-(2-metil- 5-nitroimidazol-1-

γl)- éster etílico] (Figura 2.8).  
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Figura 2.8 – Preparação do derivado R-(-)-5 correspondente ao R-(-)-sec. 

Quando este derivado foi recristalizado a partir de acetato de etila / éter de petróleo, um 

único cristal do enantiômero 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) anômalo de bromo processa a 

determinação direta da estrutura absoluta, a configuração absoluta do composto (-)-5 foi 
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estabelecida como R, o que significava que a configuração absoluta de (-)-sec é R. Assim, a 

suposta configuração absoluta pela regra de Kazlauskas foi confirmada por cristalografia de 

raios-X. Este resultado indica que a regra é útil para álcoois secundários que possuem um 

substituinte aromático heterocíclico apesar da sua estrutura eletrônica não-uniforme (TIAN et 

al.,2003). 

 

2.3. Fármacos quirais 

 A quiralidade dos fármacos é hoje um tema importante na concepção, descoberta, 

desenvolvimento, lançamento e comercialização de novos fármacos. A estereoquímica é uma 

dimensão essencial na farmacologia, uma vez que cerca de 56% dos fármacos atualmente em uso 

são compostos quirais, e 88% desses fármacos quirais sintéticos são usados terapeuticamente 

como racematos. Nas últimas décadas a farmacopéia foi dominada por racematos, mas desde o 

surgimento de novas tecnologias na década de 1980 que permitiu a preparação dos enantiômeros 

puros em quantidades significativas, a consciência e o interesse na estereoquímica de ação dos 

fármacos aumentou (CARNER et al., 2004). Atualmente, é essencial a geração do par de 

enantiômeros puros, uma vez que muitas vezes eles apresentam diferenças marcantes na atividade 

biológica. Assim, os enantiômeros individuais têm de ser submetidos a avaliação completa das 

propriedades farmacocinéticas, metabólicas, fisiológicas e toxicológicas, a fim de identificar o 

enantiômero mais adequado para o desenvolvimento de um fármaco terapêutico. Além disso, 

esses dados também são exigidos por diferentes agências reguladoras (ANDERSSON e 

ALLENMARK, 2002; RENTSCH, 2002). 

 Os enantiômeros de um fármaco quiral podem apresentar diferentes comportamentos 

biológicos e farmacológicos em sistemas vivos quirais. Isso pode ser facilmente entendido com o 

exemplo de um modelo de fármaco-receptor representado na Figura 2.10. Na posse de diferentes 

configurações espaciais, um isômero ativo pode ligar justamente para os sítios de destino (α, β, 

γ), enquanto um isômero inativo pode ter uma ligação desfavorável ou se ligam a outros alvos 

não-intencionais. 
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Figura 2.10 - Ligação estereosseletiva de enantiômeros de um fármaco quiral. (Extraído de LIN 

et al., 2011) 

  

Efeitos farmacológicos de fármacos quirais podem ser classificados da seguinte forma: 

1. Ambos enantiômeros agem no mesmo alvo biológico, mas um isômero tem afinidade 

maior de ligação do que a outro. Por exemplo, o carvedilol é comercializado como um racemato 

para o tratamento de hipertensão e insuficiência cardíaca congestiva. 

2. Ambos enantiômeros agem no mesmo alvo biológico, mas exercem atividades 

farmacológicas opostas. Por exemplo, a (-)-dobutamina demonstrou uma atividade agonística 

contra α-adrenérgicos, enquanto que seu antípoda (+)-dobutamina é um antagonista contra os 

mesmos receptores. 
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3. Ambos os enantiômeros podem agir da mesma forma, mas eles não têm um efeito 

sinérgico. Por exemplo o -3-tetrahidrocanabinol onde o S-enantiômero possui ação 

qualitativamente similar ao R-enantiômero porém ele é quantitativamente menos potente. Ao 

administrar os dois enantiômeros em conjunto não há aumento no efeito do fármaco, 

confirmando que a atividade estava exclusivamente em um enantiômero e que não houve efeito 

sinérgico entre os dois isômeros. 

4. Ambos os enantiômeros têm efeitos terapêuticos independentes através da ação sobre 

alvos diferentes. O exemplo clássico desse comportamento é a quinina e a quinidina. Enquanto a 

quinina tem sido utilizada para o tratamento de malária, a quinidina, por outro lado, é usado como 

um agente antiarrítmico e age aumentando a duração do potencial de ação. 

5. Um ou ambos os enantiômeros têm o efeito desejado; ao mesmo tempo que apenas um 

enantiômero pode causar efeitos colaterais indesejados. A dropropizina racêmica tem sido muito 

utilizada na terapia humana como um agente antitussígeno. Estudos recentes têm revelado que a 

(S)-dropropizina possui a mesma atividade antitussígena como a mistura racêmica, mas tem 

menor atividade seletiva.  

6. O enantiômero inativo pode antagonizar os efeitos colaterais do antípoda ativo. Em tais 

casos, tendo em conta tanto a eficácia e os aspectos de segurança, o racemato parece ser superior 

a qualquer enantiômero sozinho. Por exemplo, o tramadol é um analgésico opióide usado como 

um racemato e não está associado com os efeitos colaterais clássicos dos fármacos opiáceas, 

como depressão respiratória, constipação, ou sedação (LIN et al., 2011). 

 

Para trabalhar adequadamente com fármacos quirais no desenvolvimento e na monitorização 

de fármacos terapêuticos, ou em toxicologia clínica e forense, as formas opticamente ativas pura 

dos compostos racêmicos devem ser identificadas. As diferentes propriedades biológicas dos 

enantiômeros de alguns fármacos são apresentados na Tabela 2.1 (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003). 
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Tabela 2.1-  Diferentes propriedades fisiológicas dos enantiômeros de alguns fármacos. 

Fármacos (+)- Enantiômero (-)-Enantiômero 

Barbitúricos Sedação Excitação 
Dobutamina 

 
β1 e β2-adrenérgicos agonista 

(vasodilatação) 
α1-adrenérgico agonista (inotrópico 

positivo/ vasoconstrição) 
Fluoxetina Inibidor seletivo da serotonina Efeito mínimo 
Cetamina Anestésico forte Anestésico fraco 

Fenfluramina Inibidor seletivo da serotonina Dopamina(efeito colateral) 
Levodopa Antiparkinsônica Agranulocitose 
Metadona Efeito mínimo Analgésico forte 

Metanfetamina Estimulante do sistema nervoso Vasodilatador periférico 
Penicilamina Antirreumático Neurotóxicos 
Pentazocina Ansiedade Analgesia, depressão respiratória 
Propoxifeno Analgesia Antitussígeno 

β-adrenérgicos antagonista  
(por exemplo, propranolol) 

Supressor de arritmia ventricular 
 sem bloqueio do β-adrenérgico 

Bloqueador β-adrenérgico ativo 

Morfina Efeito minimo Analgésico forte 
Tiroxina Inativo Efeito tiroxímico 

Verapamil 
 

Efeito mínimo 
Dromotrópico e inotrópico negativo; 

efeitos cronotrópicos 
Varfarina Anticoagulante fraco Anticoagulante 

Talidomida Sedativo Sedativs, teratogênico 

Picenadol 
agonista do µ-receptor  

(analgésico) 
Antagonista fraco do 

µ-receptor 
Tetramisole Efeito mínimo Anti-helmíntico 

Agentes antiinflamatório  
não esteróidal 

Anti-inflamatório Efeito mínimo 

 

O uso de uma mistura racêmica para novos fármacos só é permitido se todos os ensaios 

clínicos e toxicológicos forem realizados com cada enantiômero isoladamente e comparados com 

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

2.3.1. Tendências no desenvolvimento de fármacos quirais 

Uma análise geral de fármacos aprovados no período de 20 anos, de 1983 à 2002, (Figura 

2.11) indica que os fármacos compostos de enantiômeros individuais ultrapassou os fármacos 

aquirais enquanto os racematos representaram a categoria minoritária de 23% dos fármacos 

aprovados em todo o mundo. A preponderância de enantiômeros individuais foi provavelmente 

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

2001 não houve racematos aprovados enquanto dois fármacos racêmicos foram aprovados em 
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2002 (no Japão e na Coréia do Sul). Enantiômeros individuais atingiram 50% de todos os 

fármacos aprovados pela primeira vez em 1998, aumentando para mais 60% entre 2000-2001. 

Essas tendências foram provavelmente influenciadas consideravelmente pela diretrizes das 

agências reguladoras nas importantes jurisdições, o que favoreceu e incentivou o 

desenvolvimento de fármacos com enantiômeros individuais sobre racematos, contabilizando 

assim para a mudança dramática de interesse da empresa farmacêutica na fabricação de fármacos 

seguros de enantiômeros individuais e fármacos aquirais sobre os fármacos racêmicos 

problemáticos (CARNER et al., 2004). 

 

Figura 2.11 - Distribuição de  fármacos aprovados em todo o mundo de acordo com o caráter de 

quiralidade no período 1983-2002. * Incluindo misturas diastereoméricas. (Extraído de CARNER 

et al., 2004) 

Uma análise das novas entidades moleculares (NEMs) aprovadas pelo FDA dos EUA em 

2008 deu a seguinte distribuição aproximada: 63% enantiômeros individuais, 32% fármacos 

aquirais, e apenas 5% racematos. No geral, há clara tendência de que os fármacos racêmicos 

estão diminuindo desde 1992 (cerca de 21%) para 2008 (5%), sem introdução de fármacos 

racêmicos em 2001 e 2003. Os fármacos 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 fármacos ainda são aquirais 

(Figura 2.12) (LIN et al., 2011). 

 

Figura 2.12 - Distribuição anual de fármacos aprovados pelo FDA. 

A indústria quiral pode ser dividida em duas categorias principais: a fabricação de 

compostos quirais e a análise de compostos quirais.  A fabricação quiral continuará a dominar o 

mercado: ela passou de um faturamento de mais de $1 bilhão em 2003 para mais de $1,6 bilhões 

em 2008. Enantiômeros terapêuticos puros tiveram vendas de $ 225 bilhões em 2005, 

representando 37% do mercado total final de formulação farmacêutica. A taxa composta de 

crescimento anual para produtos de enantiômero puro ao longo dos últimos cinco anos é de 11%, 

o que está a par com o mercado farmacêutico como um todo. Os fármacos quirais representam 

mais da metade dos fármacos aprovados em todo o mundo, incluindo muitos dos fármacos mais 

vendidos no mundo. Por exemplo, entre as 10 prescrições de produtos farmacêuticos mais 

vendidos nos EUA em 2009, seis deles são enantiômeros puros, dois são aquiral, e apenas dois 

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

Ranking Produto Ingrediente Ativo Forma de Ingrediente 

1 Lipitor Atorvastatina Enantiômero puro 

2 Nexium Esomeprazol Enantiômero puro 

3 Plavix Clopidogrel Enantiômero puro 

4 Advair Diskus Fluticasona salmeterol Enantiômero puro, racemato 

5 Seroquel Quetiapina Aquiral 

6 Abilify Aripiperazol Aquiral 

7 Singular Montelukast Enantiômero puro 

8 OxyContin Oxicodona Enantiômero puro 

9 Actos Pioglitazona Racemato 

10 Prevacid Lansoprazol Racemato 

 

A separação de enantiômeros de fármacos é ainda algo problemático pois a cromatografia 

tradicional não fornece seletividade alta o suficiente para diferenciar enantiômeros de um mesmo 

composto. O desenvolvimento de métodos robustos para a separação de enantiômeros de 

compostos quirais é um desafio. Por outro lado, o desenvolvimento extensivo de análise 

enantiosseletiva tem ocorrido ao longo das últimas duas décadas em resposta à demanda no 

campo de desenvolvimento de fármacos para as tecnologias eficientes utilizadas na preparação de 

compostos enantiomericamente puros e controle de qualidade desses processos. Entre as técnicas 

de separação mais populares usadas para análises enantioméricas estão a cromatografia líquida, 

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

A separação de um composto racêmico em seus enantiômeros é chamada de resolução. 

Várias metodologias têm sido usadas para a resolução dos enantiômeros em ambas escalas 

analítica e preparativa. As diferentes técnicas podem ser categorizadas em duas classes: a 

abordagem clássica, usando degradação enzimática de um dos enantiômeros e cristalização 

preferencial; e as tecnologias modernas que incluem espectroscopicas, métodos eletroforéticos e 

cromatográficos. Atualmente, os métodos cromatográficos, eletroforéticos, espectroscópicos, 

biossensores, e de membrana são os mais comumente aplicados (ABOUL-ENEIN e ALI, 2003). 
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2.4.1. Cromatografia quiral 

 Os enantiômeros puros têm sido foco de vários estudos, podendo ser obtidos por síntese 

assimétrica ou por resolução de misturas racêmicas por cromatografia quiral. A cromatografia 

preparativa em fase estacionária quiral é considerada hoje ser a rota mais eficiente e geral para a 

obtenção de enantiômeros ópticos de alta pureza, e tornou-se uma ferramenta eficiente na 

pesquisa farmacêutica e desenvolvimento de novos fármacos. Um dos critérios mais importantes 

para a separação de enantiômeros é a seletividade quiral expressa por uma FEQ particular, que é 

determinada pela diferença na estabilidade dos complexos diastereoisoméricos formados entre os 

enantiômeros individuais e o seletor quiral. A resolução pode ser otimizada, alterando a 

composição da fase móvel, vazão ou temperatura. No entanto, para uma dada separação 

preparativa, a fase móvel que resulta na maior seletividade nem sempre é ideal, já que outros 

parâmetros como capacidade de carga, a solubilidade do racemato na fase móvel, a estabilidade 

química da FEQ e também o tempo de retenção dos enantiômeros podem, por vezes superar a 

seletividade (ANDERSSON e ALLENMARK, 2002). 

 Os mecanismos de reconhecimento quiral em todos os seletores quirais são bastante 

semelhantes, exceto nos trocadores de ligante. Todos os seletores quirais proporcionam uma 

superfície quiral aos enantiômeros, que formam com os seletores complexos temporários, 

possuindo energias de ligação diferentes. Os enantiômeros diferem em suas energias de ligação, 

porque eles se encaixam de maneira diferente nas estruturas dos seletores quirais. Novamente, as 

diferentes estereoconfigurações dos enantiômeros são responsáveis pelas diferenças no ajuste dos 

seletores quirais. Estes complexos temporários são estabilizadas por uma série de interações. Os 

principais tipos de interações, responsáveis pela discriminação entre os enantiômeros de um 

analito e o seletor quiral, no sentido decrescente de intensidade, são: interação coulômbica, 

ligação de hidrogênio e interação estérica, interação π- π e íon-dipolo, interação dipolo-dipolo, 

interação dipolo-dipolo induzido e dispersão de London. As interações coulômbicas e do tipo π- 

π podem ser atrativas ou repulsivas, a estérica é repulsiva e as demais são todas atrativas. O 

modelo de “interação de três pontos” é bem aceito no meio científico, principalmente para 

explicar a discriminação de aminoácidos em fases estacionárias quirais do tipo troca de ligantes. 

Entretanto, esse mesmo modelo é frequentemente questionado para explicar as separações em 
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2.4.3. Fases Estacionárias Quirais 

 Durante as últimas duas décadas, o número de fases estacionárias quirais disponíveis para 

a separação de enantiômeros cresceu rapidamente e tornou possível desenvolver uma separação 

analítica de qualquer mistura racêmica, assim, a seletividade não é geralmente um problema. No 

entanto, o número de FEQs que são de uso prático no desenvolvimento de uma separação 

preparativa eficiente de enantiômeros são bastante restritas devido às questões da capacidade de 

carga química e/ou estabilidade mecânica, disponibilidade em grandes quantidades a um custo 

razoável, bem como limitações do solvente que pode ter um grande impacto tanto na solubilidade 

quanto na retenção do composto quiral e, portanto, sobre a produtividade (ANDERSSON e 

ALLENMARK, 2002). Se, por um lado, o crescente número de fases estacionárias quirais 

desenvolvidas e comercialmente disponíveis possibilita a separação dos enantiômeros de uma 

ampla variedade de compostos, ao mesmo tempo dificulta a escolha da fase estacionária mais 

apropriada para cada tipo de separação. Em vista disto, as fases estacionárias são classificadas em 

cinco diferentes grupos, de acordo com as interações analito/FEQ. Posteriormente, as FEQs 

foram reclassificadas de acordo com o tipo de seletor quiral, natural ou sintético, da fase 

estacionária (Tabela 2.3) (LOURENÇO et al., 2010). 

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

Seletor quiral Fases estacionárias quirais Principais interações 

Natural 

Proteínas Interações hidrofóbicas e eletrostáticas 

Ciclodextrinas Complexo de inclusão e ligação de hidrogênio 

Polissacarídeos Complexo de inclusão e interações atrativas 

Glicopeptídeos Macrocíclicos Complexo de inclusão e interações iônicas 

Cinchona Interações eletrostáticas 

Sintético 

Tipo Pirkle Interação π- π e ligação de hidrogênio 

Troca de ligantes Interações coulômbicas e íon-dipolo 

Éteres de coroa Complexo de inclusão e íon-dipolo 

Polímeros sintéticos Interação π- π, ligação de hidrogênio e 

interação dipolo-dipolo 

Polímeros impressos molecularmente 

(MIPs) 

Específico para cada analito 
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Figura 2.15-  Estruturas tridimensionais de amilose e celulose. (Extraído de ABOUL-ENEIN e 

ALI, 2002) 

 

Figura 2.16-  Estruturas estruturas químicas dos  polímeros de (a) celulose e (b) amilose. 

(Extraído de ABOUL-ENEIN e ALI, 2002) 



32 

Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica 
 
 

 Os polissacarídeos têm a capacidade de separações quirais devido suas estruturas 

assimétricas (grooves). Os mecanismos de reconhecimento quiral em um nível molecular sobre as 

FEQs baseadas em polissacarídeos ainda não estão claros devido as dificuldades nos estudos 

espectroscópicos desses seletores. Vários experimentos vêm sendo feitos para resolver este 

enigma (ALI et al., 2006). As FEQs de celulose e amilose foram comercializados pela Daicel® 

Chemical Industries de Tóquio.  

 As fases estacionárias baseadas em derivados de polissacarídeos podem ser empregadas 

em três modos de eluição: fase normal, fase reversa e polar orgânico. O modo fase normal é 

caracterizado pelo uso de fases móveis compostas de hexano-álcool, normalmente isopropanol ou 

etanol; podendo adicionar pequenas quantidades (até 0,5%, v/v) de uma base orgânica 

(dietilamina) ou um ácido orgânico (ácido trifluoracético). O emprego desses aditivos tem por 

finalidade principal reduzir a interação de analitos básicos e ácidos, respectivamente,com os 

grupos silanóis residuais presentes na sílica empregada como suporte para essas fases 

estacionárias. No modo fase reversa, as colunas são empregadas com fases móveis compostas por 

uma solução aquosa e um solvente orgânico miscível, normalmente acetonitrila ou metanol. O 

modo polar orgânico é caracterizado pelo uso de fases móveis contendo 100% de solventes 

orgânicos polares, como acetonitrila, metanol, etanol, propanol, ou ainda misturas desses 

solventes. O uso desse tipo de fase móvel representa uma alternativa adicional para se obter a 

separação desejada, inclusive com possibilidade de inversão na ordem de retenção, maior 

solubilidade de alguns compostos e, por serem mais facilmente removidas e reutilizadas, essas 

fases são bastante atrativas para separações em escalas preparativas. O comportamento da 

separação nesse sistema depende não apenas da fase móvel e fase estacionária, mas também da 

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

2.5. Características da coluna cromatográfica quiral 

 Uma coluna cromatográfica quiral ideal deve apresentar boa estabilidade química frente à 

maioria dos solventes utilizados na fase móvel. O tamanho reduzido da partícula auxilia em 

separações difíceis, possibilitando a obtenção de picos cromatográficos melhores resolvidos e 

simétricos. Em cromatografia quiral é de grande importância a utilização de partículas de sílica 

de menores diâmetros para obter um processo de separação de alta eficiência e com reduzida 
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Figura 2.18 – Alargamento do pico cromatográfico a partir de diversos caminhos do fluxo. 

 O segundo termo da equação de van Deemter é referente à difusão longitudinal, na qual o 

soluto difunde do centro de maior concentração do pico para regiões mais diluídas na direção do 

fluxo. Quanto mais rápido a vazão da fase móvel, menor o tempo que o soluto fica na coluna e 

ocorre menor alargamento difusivo (Figura 2.19). 

 

 

Figura 2.19 – Difusão longitudinal devido à difusão do soluto para as extremidades de 

concentração mais baixa (ROSA, 2005). 

 O terceiro termo da equação de van Deemter é referente à transferência de massa fluido-

sólido, proveniente do limite de tempo necessário para o soluto estar em equilíbrio entre as fases 

móvel e estacionária. Quanto maior for o tamanho da partícula da fase estacionária e mais viscosa 

for a fase móvel, mais importante será este efeito (Figura 2.20) (GUIOCHON e LIN, 2003). 
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Figura 2.20 – Transferência de massa – efeito do tamanho da partícula e viscosidade da fase 

móvel (ROSA, 2005). 

 A Figura 2.21 apresenta uma curva hipotética da variação de HETP com a velocidade 

superficial da fase móvel ( u ). A curva representa um modo de selecionar a vazão ótima de uma 

corrida cromatográfica. Na Equação 2.12 o primeiro termo representado pela curva A é 

independente da velocidade superficial. A dispersão devido à transferência de massa incompleta é 

uma função linear de u e é repesentada pela curva C. A dispersão 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 mínimo para altura dos pratos 

( mínimoHETP ) a uma dada velocidade superficial ótima ( ótimou ). Abaixo desta velocidade, HETP é 

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

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

 

Figura 2.21 –Curva de van Deemter hipotética (ROSA, 2005). 
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determinação de isotermas competitivas resulta da competição que há entre os diferentes 

componentes por interações com a fase estacionária. A quantidade de um componente adsorvido 

em equilíbrio com a solução quase sempre diminui com o aumento da concentração do outro 

componente adsorvido. Isto ilustra o caráter competitivo da isoterma com dois componentes 

(GUIOCHON et. al, 1994). 

 Em cromatografia linear, os efeitos de dispersão axial e os processos de transferência de 

massa são os principais responsáveis pelo grande alargamento dos picos cromatográficos, ao 

passo que, em cromatografia preparativa, estes efeitos são menos importantes. Assim, o 

conhecimento da isoterma frequentemente contribui para explicar o mecanismo de retenção e 

pode ajudar a propor rotas visando melhorar a separação, predizer a taxa de produção e, até 

mesmo, a extensão da purificação. Logo, são de interesse particular para separações 

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 seleção reduz, por eliminação, a quantidade de modelos que descrevem determinado 

sistema. O primeiro teste consiste em plotar o gráfico de Scatchard ( cq /  versus q  ), onde os 

modelos de isotermas podem ser classificados de acordo com a forma do gráfico obtido. Por 

exemplo, gráficos de Scatchard convexos para baixo representam os modelos de bi-Langmuir, 

Langmuir-Freundlich e Tóth e gráficos convexos para cima representam os modelos de 

Jovanovic e Fowler. Apenas o modelo de Langmuir apresenta um gráfico de Scatchard linear. O 

segundo teste envolve a correlação dos modelos de isotermas selecionados aos dados de 

equilíbrio, através da análise de regressão utilizando o algoritmo Marquardt, o qual minimiza a 

soma dos quadrados dos resíduos da diferença entre os dados experimentais e os dados 

calculados com o modelo. Em seguida, o parâmetro 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 cálculo da distribuição da energia de adsorção, a qual mostra 

se a distribuição é unimodal (Langmuir e Tóth) ou multimodal (bi-Langmuir). Se após a terceira 

etapa ainda existir mais de um modelo que represente os dados experimentais, deve ser feita uma 
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aumento da concentração da soluçao injetada é esperado que os picos cromatográficos sejam 

muito distorcidos chegando a ter forma de um triângulo. Pode ocorrer o aumento de cauda do 

pico cromatográfico. O segundo tipo de sobrecarga – sobrecarga de volume- considera o soluto 

com solubilidade baixa ou até intermediária na fase móvel. A partir de uma solução concentrada, 

preparada para faixa de solubilidade do analito na fase móvel, volumes crescentes da mesma 

solução são injetados no sistema cromatográfico. O aumento do volume de injeção, dentre outros 

fatores como a força do solvente usado para diluição, pode resultar na deformação do pico. Os 

picos cromatográficos são mais simétricos e a partir de um certo volume de injeção a altura do 

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

2.11. Cromatografia preparativa em leito móvel simulado 

 Nos últimos anos, a cromatografia preparativa tem aumentando sua importância como um 

processo de separação, purificação e recuperação nas indústrias farmacêutica, agroquímica e de 

alimentos, em que as técnicas clássicas como a destilação e evaporação não são possíveis. Muitas 

aplicações envolvem a cromatografia preparativa em batelada; contudo, notáveis inovações foram 

alcançadas graças ao desenvolvimento da cromatografia contínua em larga escala, cujas 

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

 A cromatografia preparativa enfocada na tecnologia de leito móvel simulado (LMS), é 

atualmente uma das mais importantes técnicas de separação quiral na indústria farmacêutica 

(ZHANG et al., 2004). Desde que foi patenteado em 1960 pela Universal Oil Products (UOP), 

tem encontrado cada vez mais novas áreas de aplicação, com especial ênfase na indústria de 

química fina (AZEVEDO et al., 1999). O crescente interesse por esta técnica está associado à 

maior produtividade, ao menor custo de operação e à possibilidade em se obter  produtos mais 

concentrados em tempos relativamente curtos quando comparada à cromatografia em batelada 

(FRANCOTTE et al., 1998). As vantagens do emprego do LMS frente à cromatografia em 

batelada, podem ainda ser ampliadas nos quesitos que seguem (SCHULTE e STRUBE, 2001): 

· Maior produtividade, 

· Menor custo de operação, 
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· Produtos mais concentrados. 

Mesmo para separações em maiores escalas, em que o baixo custo de operação supera o 

alto custo fixo, o custo global de separação de uma unidade de leito móvel torna-se menor 

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

 Cromatografia em LMS é uma técnica promissora para a produção industrial de fármacos 

enantioméricos individuais, capaz de competir com outros métodos até agora dominantes, como a 

cromatografia em batelada, cristalização diastereoisomérica ou síntese assimétrica (AZEVEDO et 

al., 1999). A idéia básica de um sistema com leito móvel é promover um contato contracorrente 

entre as fases sólida e líquida, visando maximizar a transferência de massa no processo. As 

grandes vantagens do contato contracorrente entre as fases estacionária (fase sólida) e a móvel 

(fase líquida) são a alta produtividade, o baixo consumo de solvente e um aumento na 

performance de separação, gerando uma elevada recuperação do produto com elevado grau de 

pureza, mesmo quando a seletividade é próxima da unidade ou a eficiência da fase estacionária é 

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

 A compreensão do processo LMS depende necessariamente da observação de um outro 

processo, o processo de leito móvel verdadeiro (LMV). O processo de LMV é um processo 

cromatográfico no qual, ao contrário dos processos tradicionais de leito fixo, a fase sólida 

adsorvente se move em contracorrente a fase líquida. A vantagem desse tipo de movimento está 

na sua propriedade de aumentar a força motriz da separação, como acontece em um trocador de 

calor, aumentando assim a eficiência de utilização do adsorvente (SANTOS, 2004). Na operação 

do LMV ideal (Figura 2.24), os fluxos de fase líquida e sólida estão em direções opostas e são 

continuamente reciclados, ou seja, a fase líquida que deixa a zona 4 é reciclado para a zona 1, 

enquanto que a fase sólida saindo da zona 1 é reciclado para a zona 4. A alimentação é injetada 

entre as zonas 2 e 3 e duas linhas de produtos podem ser continuamente coletadas: o extrato, rico 

no composto mais retido e, então, preferencialmente transportado com a fase estacionária (fase 

sólida); e o refinado, espécie menos retida que move juntamente com a fase móvel (fase líquida). 

Com relação ao eluente puro, este é injetado continuamente no início da zona 1 com o líquido 

reciclado do final da zona 4. 
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Figura 2.24 - Diagrama esquemático de operação do sistema leito móvel verdadeiro (LMV). (●) 

Composto menos retido – refinado; (■) Composto mais retido – extrato. Adaptado de COX 

(2005). 

 A unidade LMV é dividida em quatro zonas: zona 1, que se inicia na entrada do eluente e 

termina no ponto de retirada do extrato; zona 2, iniciada após o ponto de retirada do extrato e 

finalizada antes da entrada da alimentação; zona 3, que se inicia com a entrada da alimentação 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 operação do LMV, a vazão de 

sólido é constante em toda a unidade. Contudo, devido aos pontos de injeção e coleta, a vazão de 

líquido difere de zona para zona, e estas, por sua vez, apresentam diferentes funções.  

 Nas zonas 2 e 3, os dois componentes (A e B) movem-se em direções opostas. O 

componente menos retido (A) deve ser dessorvido e transportado com a fase líquida (fase móvel), 

ao passo que o composto mais retido (B) deve ser adsorvido e transportado com a fase sólida 

(fase estacionária). Considerando que nestas zonas o objetivo é evitar a contaminação das 
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correntes de extrato e refinado, então se pode dizer que a zonas 2 e 3 correspondem às zonas de 

dessorção de A e adsorção de B, respectivamente. Na zona 4, ambos os componentes devem ser 

adsorvidos a fim de se regenerar o eluente que será reciclado para a primeira zona. Como o 

componente A é a espécie menos retida, as condições para a adsorção deste componente também 

possibilita a de espécies mais retidas. Por outro lado, a zona 1 caracteriza-se como a zona de 

regeneração do sólido, cujos componentes A e B podem ser dessorvidos a fim de se obter uma 

fase estacionária livre dessas espécies. Sendo o componente B a espécie mais retida, sua condição 

de dessorção permite também dessorver A (COX, 2005). 

 A configuração LMV não é um esquema eficiente de processo porque a movimentação da 

fase sólidA muitas vezes não acontece da forma desejada. Para que se aproveitem as vantagens 

do escoamento em contracorrente, que maximiza a força motriz da separação, é necessário que a 

fase sólida flua de forma ordenada, ou seja, num fluxo aproximadamente empistonado. No 

entanto, a fase sólida adsorvente pode consistir em um pó muito fino que tem a tendência 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 movimentação da fase sólida também leva à erosão 

das partículas e a problemas de atrito (MAZZOTTI et al., 1996). Portanto, para vencer estes 

obstáculos, lança-se mão do Leito Móvel Simulado (LMS), desenvolvido justamente para manter 

as vantagens do processo contínuo contracorrente sem introduzir os problemas associados ao 

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

 O LMS consiste no arranjo de várias colunas de leito fixo em que o processo 

contracorrente entre as fases sólida e líquida é simulado por mudanças periódicas das posições de 

entrada e saída na direção do fluxo da fase líquida. Desta forma, a fase sólida não se move e 

perfis de concentração são alcançados no interior de cada coluna. Tão logo os pontos de 

alimentação e retirada seguem estes perfis, pode-se gerar um estado estacionário cíclico em que a 

migração das frentes de adsorção se repete a cada tempo de troca da mesma forma (SARTOR, 

2006). O surgimento do LMS superou as inconveniências da cromatografia líquida convencional 

em batelada e proporcionou a aplicação industrial das técnicas cromatográficas. Exemplos de 

estudos recentes incluem a separação de enantiômeros (MINCEVA et al., 2003; WANG e 

CHING, 2004; SANTOS et al., 2004; RAJENDRAN et al., 2005; VEREDAS et al., 2006), 
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processamento de açúcares (MALLMANN et al., 1998; AZEVEDO e RODRIGUES, 2001; 

BUBNIK et al., 2004), purificação de aminoácidos e proteínas (XIE et al., 2000; CREMASCO E 

WANG, 2003; MOLNÁR et al., 2004; MOLNÁR et al., 2005), separação de ácidos orgânicos 

(LEE et al., 2004) e separação de isômeros ópticos derivados de petróleo (SILVA et al., 2004; 

KURUP et al., 2005). 

2.11.1. Projeto das condições de operação do leito móvel simulado 

 A seleção das condições operacionais do LMS não é uma tarefa simples e direta, pois 

depende de cada processo de separação em particular, sendo função de informações sobre o 

equilíbrio e aspectos de transferência de massa.O principal problema consiste na escolha correta 

das vazões de sólido (representadas pelo tempo de troca das posições de alimentação e retirada) e 

líquido (RODRIGUES e PAIS, 2004). Deve-se ter em mãos estes parâmetros antes mesmo da 

partida da unidade. Nisto estão inseridos a determinação das vazões de alimentação da amostra e 

de dessorvente e as vazões de retirada de refinado e extrato, além do tempo de troca das posições 

das correntes no sistema.  Projetadas para obter alta produtividade de separação, as unidades 

LMS muitas vezes operam com alta concentração de alimentação, o que leva a comportamentos 

não lineares na adsorção competitiva dos enantiômeros. Por isso, ferramentas de modelagem e 

simulação são de importância crucial antes da realização de experimentos no sistema. Diferentes 

técnicas para a obtenção destes parâmetros são reportadas na literatura, podendo-se destacar o 

método do triângulo, o método dos volumes de separação, o conceito de ondas estacionárias, e, 

finalmente, o método do atalho. O método do triângulo, apesar de sua maior difusão na literatura, 

não é capaz de unir, nas condições de operação, a pureza do produto desejado com as vazões e 

comprimentos das zonas de separação e com os parâmetros de transferência de massa, pois estes 

e os efeitos de dispersão axial são negligenciados. Logo, a metodologia pode ser aplicada visando 

obter apenas uma suposição inicial para a otimização do LMS. Por outro lado, a metodologia dos 

volumes de separação, também fundamentada na teoria do equilíbrio, aprimora o método do 

triângulo, visto que são considerados os efeitos de transferência de massa e a importância das 

vazões nas zonas I e IV da unidade LMS ao se determinar a região completa de separação. O 

conceito das ondas estacionárias, por sua vez, foi desenvolvido com o intuito de superar as 

desvantagens apontadas pelos métodos baseados na teoria do equilíbrio, pois une a pureza e a 
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3. Materiais e Métodos 
  
 

Neste capítulo são apresentadas as 

descrições dos materiais e a metodologia 

empregada para a realização dos experimentos. 

Serão descritos os métodos aplicados para 

definição da faixa de comprimento de onda 

utilizada, a escolha da fase móvel e a ordem de 

eluição dos enantiômeros. A metodologia no 

desenvolvimento da separação cromatográfica 

foi divida nos experimentos com soluções 

diluídas para as determinações de parâmetros 

hidrodinâmicos, de transferência de massa e de 

equilíbrio de adsorção linear; e nos experimentos 

com soluções concentradas para obtenção das 

isotermas de adsorção e estudo da sobrecarga na 

coluna. 

 

3.1. Materiais  

3.1.1. O secnidazol 

 O secnidazol racêmico utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pela empresa 

EMS® (Hortolândia, SP). Apresenta massa molar de 185,18 g/gmol, sendo constituído pelos 

enantiômeros R-(-) e S-(+). 
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 A Figura 3.1 apresenta a estrutura química do secnidazol. 

 

Figura 3.1 – Estrutura química do secnidazol. O símbolo ( * ) indica o esterocentro da molécula. 

 Foi realizada uma varredura no espectro de absorção no ultravioleta com a solução de 

secnidazol diluida na fase móvel, para determinar o máximo e mínimo de absorção na região do 

espectro. 

 

3.1.2. Traçador 

 O composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB), cuja estrutura molecular está apresentada 

na Figura 3.2, foi adquirido da Sigma-Aldrich® (EUA). O TTBB é uma molécula relativamente 

pequena, apresenta massa molar de 264,44 g/gmol e não é retida na FEQ, sendo capaz de se 

difundir não somente através do leito, mas também nos interstícios das partículas do sólido 

poroso. Por ser inerte este composto tem sido utilizado como traçador na determinação da 

porosidade para vários tipos de FEQs (SARTOR, 2006). 
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Figura 3.2 – Estrutura molecular do composto 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno (TTBB). 

3.1.3. Fase estacionária 

 De acordo com SILVA JR (2009), atualmente, grande parte das separações 

enantioméricas em escalas preparativas e semi-preparativas têm sido executadas em fase 

estacionária quiral (FEQ) baseadas em polissacarídeos, tais como celulose e amilose. Pois a 

capacidade de saturação deste tipo de FEQ foi reconhecida por ser um importante recurso na 

obtenção de elevados valores de produtividade. Em virtude disso, no presente trabalho, foi 

utilizada coluna cromatográfica de aço inoxidável recheada com a fase estacionária tris (3,5-

dimetilfenilcarbamato) de amilose (Figura 3.3). Foi utilizada uma coluna semi-preparativa 

denominada comercialmente como Chiralpak® AD (100 x 10 mm) com diâmetro médio de 20 

µm, adquirida da empresa Chiral Technologies® (Tóqio, Japão) para estudos de separação de 

misturas racêmicas de secnidazol diluídas e concentradas, e uma coluna analítica Chiralpak® AD 

(250 x 4,6 mm) com diâmetro médio de 10 µm, adquirida da empresa Chiral Technologies® 

(Tóqio, Japão), utilizada nos experimentos de desenvolvimento do método de separação. 
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Figura 3.3 – Estrutura química da fase estacionária quiral tris-(3-5-dimetilfenilcarbamato) de 

amilose. 

Dentre as FEQs baseadas em tris-fenilcarbamatos as fases tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) 

de celulose e amilose são as mais utilizadas, devido à elevada estabilidade e grande capacidade 

de discriminação e resolução de uma ampla variedade de compostos. Nestes derivados, os 

enantiômeros podem interagir com os grupos –NH e C=O da fase estacionária, além de interações 

dipolo-dipolo com os grupos C=O. Interações π- π também são importantes na resolução quiral 

de racematos aromáticos. A capacidade de enantiosseparação nos derivados tris-fenilcarbamatos 

é grandemente influenciada pela posição e natureza dos substituintes nos grupos fenila. Além 

disso, as FEQs de derivados de polissacarídeos podem ser utilizadas nos três modos de eluição, 

normal, reverso e polar orgânico (LOURENÇO et al., 2010). 
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3.1.4. Fase móvel 

 Os solventes utilizados para a composição da fase móvel e preparo das amostras foram: 2-

propanol 100% (Tedia, EUA) e acetonitrila 99,5% (J.T.Backer, EUA), ambos de grau 

cromatográfico. 

 

3.1.5. Aparelhagem experimental 

3.1.5.1. Cromatógrafo líquido 

 

 Os experimentos foram realizados num sistema de cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) (Figura 3.4), constituído por uma bomba da marca Shimadzu Corporation®/ Modelo 

LC-20 AT (Japão) e por dois detectores: um da Shimadzu Corporation®/ Modelo SPD- 20A 

(Japão) com detecção UV-Vis e outro da Jasco®/ Modelo CD-2095 Plus (Japão), com detecção 

UV-Vis acoplado em série a um dicroísmo circular. Os equipamentos foram integrados a um 

sistema de aquisição de dados utilizando o software LCsolution® para a obtenção dos picos 

cromatográficos e quantificação dos enantiômeros do secnidazol.  

A temperatura da coluna cromatográfica foi controlada com o auxílio de um banho 

termostatizado da marca Solab®/ Modelo SL 152 (Basil) e as amostras foram injetadas 

manualmente com o auxílio de uma seringa de vidro de 250 µL Modelo MicroliterTM 725 

(Hamilton Co., EUA). Experimentos de varreduras foram realizados em espectrofotômetro UV-

Vis da marca Thermo Electron Corporation®/ Modelo Genesys 6 (USA). O secnidazol foi 

pesado em balança analítica da marca Mettler®/ Modelo AJ150 (Suíça). 
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Figura 3.4- Equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência. 

3.1.5.2. Unidade leito móvel simulado 

 

 A unidade de Leito Móvel Simulado (Figura 3.5), utilizada utilizada neste trabalho, foi 

adquirida da NovaSep® (Pompey, França). A unidade tem a capacidade de processar 1 a 50 

gramas de mistura racêmica por dia, dependendo da concentração de alimentação, tamanho e 

número de colunas utilizadas. O sistema, empregado no presente trabalho, é constituído por 

quatro colunas semi-preparativas Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 µm) de aço inoxidável 

conectadas em série, totalizando uma massa de 6,0 gramas de fase estacionária quiral.  

 Para a determinação da concentração total dos enantiômeros do secnidazol nas correntes 

de extrato e refinado, o sistema contém um detector UV-VIS Modelo Smartline UV-detector-

2500 da KNAUER® (Alemanha) equipado com lâmpadas de deutério e halogênio. Já para a 

detecção da diferença de concentração dos enantiômeros do fármaco, o sistema apresenta um 

detector de polarímetro Modelo GMBH IBZ da MESSTECHNIK® (Alemanha), dotado de 

lâmpadas de tungstênio e halogênio.   
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 Além destes constituintes, a unidade LMS também apresenta um conjunto de cinco 

bombas Microlicopump da Armen Instrument® (França)  para as correntes de extrato, refinado, 

alimentação, reciclo e eluente; um conjunto de válvulas de controle pneumáticas, controladas por 

ar comprimido; e uma válvula de amostragem conectada em uma das colunas em série, o qual 

permite coletar amostras para a determinação experimental do perfil de concentração interno dos 

enantiômeros do secnidazol. Este perfil reflete a dinâmica da separação no interior das colunas 

cromatográficas.   

 A unidade contém um sistema de controle, gerenciada pelo software Proficy 

HMI/SCADA-iFIX® da GE FANUC Automation®, presente em um microcomputador Siemens 

AG Intel Core 2 2.40 GHz, o qual é projetado para monitorar a purificação de acordo com as 

regras de qualidade  e segurança máximas.  

 

Figura 3.5- Unidade Leito Móvel Simulado: (A) visão externa; (B) visão interna. 

 

3.2. Métodos 

 A Figura 3.6 mostra o diagrama esquemático da sequência de experimentos realizados em 

uma única coluna. Esses experimentos foram dividos em duas etapas: a primeira etapa 

corresponde aos experimentos com soluções diluídas, enquanto que a segunda corresponde aos 

experimentos com soluções concentradas. 
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Figura 3.6- Sequência de experimentos em uma única coluna para obtenção das condições 

operacionais. Adaptado de SIVA JR (2006). 

3.2.1. Desenvolvimento da separação cromatográfica 

 O desenvolvimento da separação dos enantiômeros do secnidazol foi iniciado com 

experimentos em uma coluna anlítica Chiralpak® AD de 250 x 4,6 mm com diâmetro médio de 

10 µm, contendo fase estacionária de polissacarídeo baseada em amilose. Injeções de uma 

solução da mistura racêmica de secnidazol foram realizadas no sistema cromatográfico para 

avaliar a melhor condição cromatográfica de separação entre os enantiômeros de secnidazol. No 

desenvolvimento da metodologia, foram avaliadas as proporções entre os constituintes da fase 

móvel, volume de injeção, vazão da fase móvel e temperatura de análise da coluna. 
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3.2.1.1. Definição e screening da fase móvel 

 Na cromatografia líquida de alta eficiência a fase móvel desempenha um papel muito 

importante, exercendo um papel fundamental no processo de separação. Segundo COLLINS et al. 

(2006), três critérios devem ser considerados na seleção da fase móvel: (i) características físico-

químicas, (ii) força cromatográfica e (iii) seletividade. As colunas baseadas em polissacarídeos 

apresentam uma limitação específica em relação ao uso de alguns solventes orgânicos podendo, 

portanto, serem utilizados os seguintes: alcanos (hexano e heptano), alcoóis (isopropanol, 

metanol e etanol) e acetonitrila. 

 Os experimentos para a definição da fase móvel foram realizados com as seguintes fases 

móveis, avaliadas individualmente: hexano/ isopropanol/ dietilamina na proporção de 90:10:0,1% 

(v/v/v), acetonitrila, isopropanol/ acetonitrila nas seguintes proporções 90:10; 80:20; 60:40; 

40:60% (v/v).  

 Todos os experimentos foram realizados em duplicata através de injeções de 20 µL da 

amostra, a uma concentração de 0,2 mg/mL com vazão de 1,0 mL/min, temperatura ambiente e 

comprimento de onda de 280 nm para cada fase móvel preparada. Analisando as proporções de 

misturas determinou-se a razão volumétrica de 60:40% de isopropanol/acetonitrila como sendo a 

que apresentou melhor separação e a que foi mantida para realização dos experimentos. 

3.2.1.2. Análise de resposta do sistema de detecção 

 Para verificar a faixa de comprimento de onda na qual se devem conduzir os 

experimentos, realizou-se uma varredura em espectrofotômetro na região do UV-Vis. O 

equipamento foi calibrado com a solução contendo apenas a fase móvel isopropanol/ acetonirila 

(60/40%, v/v). Posteriormente, foi preparada uma amostra, em fase móvel, contendo a mistura 

racêmica de secnidazol nas concentrações de 4 mg/L e 2 mg/L. Então foi realizada a varredura 

entre 190 e 400 nm, obtendo-se, finalmente, o espectro de absorção para o secnidazol para 

diferentes comprimentos de onda.  
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3.2.1.3. Ordem de eluição dos constituintes da mistura racêmica 

 A ordem de eluição dos enantiômeros foi definida através da injeção de 20 µL de uma 

solução de secnidazol na forma racêmica em concentrações de 2,0 mg/mL e 0,4 mg/mL, vazão de 

eluição 1,0 mL/min de fase móvel composta por isopropanol/acetonitrila (60/40%, v/v) e 

temperatura de 25°C. A ordem de eluição foi avaliada através de um sistema de detecção baseado 

em dicroísmo circular (CD) e UV-Vis., com o comprimento de onda previamente ajustado em 

365 nm. Na aplicação do dicroísmo circular, cada enantiômero dará uma resposta caracaterística, 

sendo esta com sinal positivo ou negativo. 

3.2.2. Experimentos com soluções diluídas 

3.2.2.1. Determinação da porosidade total 

 A caracterização da coluna cromatográfica foi obtida através da realização de 

experimentos de injeções no sistema cromatográfico do composto 1,3,5-tri-terc-butil benzeno 

(TTBB). Estes experimentos foram realizados com o intuito de verificar a homogeneidade do 

recheio e determinar a porosidade total da coluna (εT). O TTBB é uma molécula relativamente 

pequena e não é retida pela fase estacionária, sendo capaz, portanto, de se difundir não somente 

através do leito, mas também nos interstícios das partículas do sólido poroso. 

O TTBB foi dissolvido na própria fase móvel, constituída de uma mistura contendo 

isopropanol/acetonitrila (60:40 v/v) e soluções com concentração de 0,7 mg/mL foram 

preparadas. Pequenos pulsos cromatográficos (20 µL) destas soluções foram injetdas na coluna 

sob condições isocráticas, após um período de tempo necessário para a estabilização do sistema, a 

diferentes vazões da fase móvel (1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL/min). A temperatura do sistema foi 

mantida constante e igual à 20°C. As respostas dos pulsos foram monitoradas pelo detector UV 

no comprimento de onda a 280 nm. 

 O valor da porosidade total é determinado a partir da análise do primeiro momento do 

composto não retido. Os primeiros momentos foram obtidos pela integração das respostas dos 

pulsos cromatográficos experimentais, de acordo com a Equação 2.1. Portanto, como o composto 

TTBB é inerte, logo o termo relativo à adsorção na Equação 2.3 foi desprezado e a porosidade 
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sistema de detecção se manteve invariável. Neste momento programou-se uma repentina troca na 

alimentação do sistema, de forma que, a segunda bomba substituísse a alimentação da fase móvel 

pela solução de concentração conhecida de secnidazol. Um volume contínuo  foi alimentado até a 

saturação da coluna (34 mL), situação na qual a concentração na saída foi a mesma da 

alimentação (etapa de  adsorção). Houve então mudança para a bomba inicial de alimentação de 

fase móvel e assim se manteve o experimento até a completa remoção do secnidazol da coluna 

(etapa de dessorção). Este procedimento foi seguido para as diferentes concentrações e a análise 

da resposta do sistema de detecção possibilitou o cálculo dos pontos da isoterma competitiva.  

Curvas analíticas possibilitaram a determinação das concentrações a partir da resposta do 

detector. Os dados experimentais de equilíbrio foram obtidos da frente de adsorção de cada curva 

de ruptura de acordo com a Equação 2.21. 

3.2.3.3. Obtenção dos parâmetros para separação em leito móvel simulado 

 Para a aplicação do método shortcut são necessários os dados de pulsos longos em três 

vazões distintas, utilizando quatro colunas acopladas em série. O método para obtenção dos 

pulsos longos é idêntico ao método de obtenção das isotermas de adsorção. As curvas de ruptura 

foram obtidas com soluções da mistura racêmica de concentrações de 2,50 mg/mL nas vazões de 

2,00; 2,50 e 3,00 mL/min. Durante a obtenção das curvas de ruptura foram coletadas amostras a 

cada minuto para obtenção das concentrações dos enantiômeros. A partir dos gráficos das 

concentrações dos enantiômeros foram obtidos os tempos dos pontos de inflexão e a 5% do platô 

de concentração, os quais forneceram os dados das velocidades de onda de choque ( shu ), de onda 

de difusão ( Du ) e do comprimento das zonas de transferência de massa ( ztmL ). Com esses dados 

aplicados nas Equações 2.23 à 2.28 foram obtidas as vazões do extrato, refinado, eluente, reciclo 

bem como o tempo de troca. 

  

 

. 



73 

Capítulo 4 

 

4. Resultados e Discussões 
  
 

Neste capítulo serão apresentadas os 

resultados obtidos na determinação dos 

parâmetros de projeto para separação dos 

enantiômeros do secnidazol. 

 

4.1. Experimentos para desenvolvimento do método de separação cromatográfico 

4.1.1. Avaliação da resposta do sistema de detecção  

O desenvolvimento do método de separação foi iniciado com a realização de uma 

varredura no espectro ultra-violeta, de uma solução da mistura racêmica de secnidazol, para 

verificação do comprimento de onda de máxima absorção. O valor de 320 nm foi encontrado 

como máximo de absorção para o secnidazol (Figura 4.1). Para o monitoramento das injeções 

cromatográficas foram utilizados os seguintes comprimentos de onda: (i) 320 nm- que é o valor 

máximo de absorção para o secnidazol- e (ii) 280nm – que é o comprimento de onda onde se 

pode visualizar o composto inerte TTBB. 
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Figura 4.1 – Espectro da solução de secnidazol racêmico. Concentração da solução de 2,0 mg/L 

na fase móvel (isopropanol:acetonitrila, 60:40% v/v) a 25°C. 

4.1.2. Seleção da fase estacionária 

 A fase estacionária quiral tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose foi selecionada para 

ser a FEQ utilizada neste estudo, com base nos estudos realizados por ALI et al.,2009. Nestes 

estudos foram reportados a separação de quatro compostos imidazóis (econazol, miconazol, 

isoconazol e sulconazol) em fase estacionária tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, 

conhecida comercialmente como AmycoatTM (150 x 4,6 mm, 3,0 µm de diâmetro da partícula) 

em fase reversa utilizando como fase móvel diferentes combinações de água e acetonitrila. ALI et 

al. (2009) também demonstraram as ligações que ocorrem entre os compostos imidazólicos e a 

fase estacionária. A Figura 4.2 apresenta as ligações entre o composto secnidazol e a fase 

estacionária tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.  
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Figura 4.2 – Representação das ligações supra-moleculares do secnidazol nas ranhuras quirais da 

fase estacionária tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. Adaptado de ALI et al., 2009. 

4.1.3. Seleção e screening da fase móvel 

Para a definição da fase móvel foram selecionados os solventes acetonitrila e isopropanol, 

a fim de se trabalhar no método polar orgânico conforme relatado por SUTEU, 2005. Esse 

método foi escolhido para tentar reproduzir os estudos de ALI et al. (2009) que utilizaram 

acetonitrila e água. Todos os ensaios preliminares para seleção e screening da fase móvel foram 

realizados utilizando coluna analítica Chiralpak® AD (250 x 46 mm, 10 µm). 

Os primeiros experimentos foram realizados com 100% de acetonitrila, no entanto, não 

houve separação dos enantiômeros conforme apresentado na Figura 4.3.  
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de separação e a resolução foram calculados a partir das Equações 2.8, 2.9 e 2.10, 

respectivamente. 

Tabela 4.1 – Parâmetros cromatográficos para os enantiômeros do secnidazol para cada 
temperatura estudada na vazão de 1,0 mL/min. 
 

Temperatura 

(°C) 
kR-sec kS-sec α RS 

20 0,2522±0,00043 1,7631±0,00294 6,9905±0,00617 6,686±0,02287 

25 0,2355±0,00225 1,6785±0,00230 7,1301±0,07216 6,887±0,02699 

30 0,2163±0,00239 1,6056±0,00312 7,4227±0,0683 7,059±0,00821 

35 0,2039±0,00201 1,5602±0,01259 7,6515±0,09973 7,227±0,03279 

 

Tabela 4.2 – Parâmetros cromatográficos para os enantiômeros do secnidazol para cada 
temperatura estudada na vazão de 1,5 mL/min. 
 

Temperatura 

(°C) 
kR-sec kS-sec α RS 

20 0,2500±0,00281 1,7509±0,00165 7,0029±0,07272 5,761±0,03050 

25 0,2332±0,00179 1,6731±0,00346 7,1746±0,04127 5,975±0,01201 

30 0,2163±0,00286 1,6007±0,00574 7,4005±0,07141 6,138±0,01534 

35 0,2036±0,00226 1,5562±0,01018 7,6459±0,11047 6,308±0,02452 

             

Tabela 4.3 – Parâmetros cromatográficos para os enantiômeros do secnidazol para cada 

temperatura estudada na vazão de 2,0 mL/min. 

Temperatura 

(°C) 
kR-sec kS-sec α RS 

20 0,24948±0,00402 1,7422±0,00744 6,9870±0,08388 5,142±0,02352 

25 0,2323±0,00288 1,6636±0,00569 7,1601±0,06409 5,347±0,00893 

30 0,2148±0,00316 1,5930±0,00489 7,4158±0,08689 5,502±0,01179 

35 0,2025±0,00233 1,5480±0,01198 7,6453±0,09659 5,672±0,02119 
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Tabela 4.4 – Parâmetros cromatográficos para os enantiômeros do secnidazol para cada 

temperatura estudada na vazão de 2,5 mL/min. 

Temperatura 

(°C) 
kR-sec kS-sec α RS 

20 0,2483±0,00326 1,7334±0,00424 6,9819±0,07852 4,696±0,01932 

25 0,2314±0,00208 1,6541±0,00426 7,1494±0,04584 4,891±0,00521 

30 0,2138±0,00217 1,5852±0,00124 7,4142±0,06943 5,038±0,01234 

35 0,2010±0,00249 1,5410±0,00904 7,6683±0,10873 5,192±0,01596 

             

 Nota-se a melhora da separação com a elevação da temperatura. Os valores de coeficiente 

de separação variaram pouco com a alteração da vazão para uma mesma temperatura, fato que já 

era esperado. A resolução entre os enantiômeros do secnidazol diminui com o aumento da vazão 

da fase móvel e aumenta com a elevação da temperatura.  Com o aumento da temperatura de 

análise ocorre redução do tempo de retenção. A temperatura aumenta a velocidade de interação 

do composto com a fase estacionária, reduz a viscosidade da fase móvel e, portanto reduz o 

tempo de retenção e, proporcionalmente, o fator de retenção. 

Tomando-se como exemplo os valores dos parâmetros cromatográficos obtidos a 20°C 

(Tabela 4.1), pode ser observado que os fatores de retenção (ki) para os enantiômeros do 

secnidazol apresentaram valores médios de 0,2255 e 1,7631, respectivamente. Os fatores de 

retenção do enantiômero mais retido (S-(+)-secnidazol) obtidos para as diferentes vazões de fase 

móvel e temperaturas se enquadram dentro da faixa de valores considerada ideal para a separação 

de enantiômeros. Segundo COLLINS et al., (2006), esta faixa está compreendida entre 1 a 10. Já 

os fatores de retenção do enantiômero menos retido (R-(-)-secnidazol) apresentam valores 

menores devido ao tempo de retenção muito próximo ao tempo de retenção do composto inerte 

TTBB. 

 Com relação a seletividade ou fator de separação (α), este apresentou valor próximo a 

6,99, o que segundo OKAMOTO e IKAI (2008), retrata uma completa separação dos 

enantiômeros em colunas quirais baseadas em polissacarídeos, visto que o valor mínimo exigido 
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é de 1,20. No presente trabalho, portanto, foram alcançados valores de fator de separação 

superiores ao estabelecido. 

 Pode-se observar que a resolução (Rs) diminuiu com o aumento da vazão de fase móvel e 

apresentou valores entre 4,696 e 7,227. Segundo COLLINS et al. (2006), quando Rs=1, as duas 

bandas são razoavelmente separados com somente 2% de superposição. Maiores valores de 

resolução indicam melhor separação: Rs=1,25 é suficiente para fins quantitativos e Rs>1,5 indica 

separação completa. Além disso, Rs apresentou um valor máximo a 35 ºC em todas as vazões. 

ZHAO e PRITTS (2007) atribuíram tal comportamento a diferente influência da temperatura 

sobre os tipos de interações existentes entre os enantiômeros e a FEQ. 

 Observa-se na Figura 4.9 que, para a menor vazão estudada (1,00 mL/min) em diferentes 

temperaturas, os valores de resolução estão próximos, com maior valor a 35 °C. No entanto, 

como o ganho de resolução foi baixo, quando se aumentou em 15°C a variação de temperatura do 

sistema, preferiu-se conduzir o processo de separação a 20°C, em que se obteve valor médio de 

5,57.  
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Figura 4.9- Variação da resolução com a vazão: ()20°C; ()25°C; ()30°C e ()35°C. Cmistura= 

0,30 mg/mL; V.  injeção = 20 µL, FM= 60% IPA: 40% ACN e λ = 320 nm.  
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 A Figura 4.10 apresenta o gráfico da variação da resolução com a temperatura. Com o 

aumento da temperatura há um aumento nos valores de resolução. 
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Figura 4.10- Variação da resolução com a temperatura: ()1,0 mL/min; ()1,5 mL/min; ()2,0 

mL/min; e ()2,5 mL/min.Cmistura= 0,30 mg/mL; V.  injeção = 20 µL, FM= 60% IPA: 40% ACN 

e λ = 320 nm.  

A temperatura influencia diretamente nas propriedades físicas tanto do material 

adsorvente quanto dos solventes que compõem a fase móvel. Como a retenção de um 

componente é governada por um complexo triângulo de interações entre o soluto, a fase 

estacionária e a fase móvel, a elevação da temperatura acaba refletindo na intensidade de 

interação dos enantiômeros (SUBRA et al.,1998). Podemos observar que vários parâmetros 

cromatográficos apresentam melhores resultados a 35°C, porém como os valores obtidos a 20°C 

estão muito acima dos valores considerados satisfatórios, não se justifica o uso de energia para 

manter o sistema a maiores temperaturas. Portanto a temperatura estabelecida para realizar as 

próximas análises foi de 20°C. 

4.3.1.1. Cromatogramas 

 Os cromatogramas para o composto não retido TTBB e mistura racêmica do secnidazol 

foram determinados a diferentes temperaturas e vazões de fase móvel composta de uma mistura 

de isopropanol:acetonitrila na proporção de 60:40% v/v. 
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2300 (R-(-)) e 1300 (S-(+)) para a vazão de 1,00 mL/min e temperatura de 35ºC. Segundo 

SNYDER e KIRKLAND (1979), geralmente, baixos valores de HETP (conseqüentemente altos 

valores de PiN ) são alcançados em colunas empacotadas com partículas relativamente pequenas 

sob baixa vazão de fase móvel e altas temperaturas de separação. Na avaliação para uma mesma 

temperatura, a redução dos valores de NpR-(-) e NpS-(+), com o aumento da vazão, ocorre devido ao 

maior alargamento do pico e redução do tempo de retenção. Quanto mais largo for o pico 

cromatográfico e menor o tempo de retenção menor será o número de pratos com menor 

eficiência de separação. Nota-se ainda que os valores de NpR-(-) e NpS-(+) aumentam com o 

aumento da temperatura.   

Tabela 4.6 –Número de pratos em diferentes vazões e temperaturas. 

Q 
(mL/min 

T (°C) NpR-(-) NpS-(+) Q 
(mL/min 

T (°C) NpR-(-) NpS-(+) 

1,00 

20 1999 1057 

2,00 

20 1276 619 
25 2165 1173 25 1408 695 
30 2293 1273 30 1513 761 
35 2399 1366 35 1613 826 

1,50 

20 1557 779 

2,50 

20 1084 517 
25 1707 869 25 1203 582 
30 1828 951 30 1297 637 
35 1929 1025 35 1377 690 

 
 

 A partir dos valores apresentados na Tabela 4.6, a Equação 2.15 foi utilizada para o 

cálculo dos valores de HETP. As Figuras 4.15 e 4.16 mostram a dependência da HETP com a 

velocidade superficial de escoamento da fase móvel (u ) (gráfico de van Deemter) para os 

enantiômeros R-(-) e S-(+), respectivamente. Para a faixa de vazão utilizada observou-se relação 

linear entre HETP e u  e não foi verificado o ponto de inflexão mínimo para nenhum dos 

enantiômeros tal como apresentado na Figura 2.21.  

 Para os valores de temperatura investigados, o enantiômero mais retido, S-(+)-secnidazol 

apresentou eficiência muito maior em relação ao R-(-)-secnidazol. Podemos observar que para 

ambos enantiômeros o aumento da temperatura provoca uma diminuição de HETP o que 

aumenta a eficiência da coluna.  
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Figura 4.15 -Curva de van Deemter para o R-(-)-sec a:()20°C; ()25°C; ()30°C e ()35°C.  
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Figura 4.16-Curva de van Deemter para o S-(+)-sec a:()20°C; ()25°C; ()30°C e ()35°C. 

 Os coeficientes lineares e angulares das retas apresentadas nas Figuras 4.15 e 4.16 

representam os parâmetros A  e C  da equação de van Deemter (Equação 2.12), respectivamente. 
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Seus valores para os dois enantiômeros em diferentes temperaturas, juntamente com os 

respectivos coeficientes de correlação das retas, estão indicados na Tabela 4.7.  

Tabela 4.7 –Parâmetros A  e C da equação de van Deemter para os enantiômeros do secnidazol. 
 

 R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol 

T (°C) A x 103 (cm) C x 103  (min) r2 A x 103  (cm) C x 103 (min) r2 

20 2,19 2,21 0,99998 2,92 5,15 0,99992 

25 2,16 1,93 0,99997 2,82 4,52 0,99990 

30 2,12 1,76 0,99998 2,65 4,11 0,99995 

35 2,10 1,62 0,99993 2,57 3,75 0,99998 

 

 A partir dos dados dos parâmetros de van Deemter, A  e C , apresentados na Tabela 4.6 

foram calculados os valores dos coeficientes de dispersão axial ( uDL / ) e de transferência de 

massa global ( mk ), através das Equações 2.17 e 2.18 que são mostrados na Tabela 4.8. 

Tabela 4.8–Valores de uDL /  e mk  obtidos a partir da análise dos momentos para os 

enantiômeros do secnidazol. 
 

Temperatura (°C) DL/u (cm) km (min-1) 

  R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol 

20 2,84 x 10-2 6,65 x 10-3 8,1076 34,6250 

25 2,88 x 10-2 6,00 x 10-3 7,9857 38,2646 

30 2,88 x 10-2 5,40 x 10-3 7,9793 42,5564 

35 2,85 x 10-2 4,90 x 10-3 8,0202 46,5660 

 

 Os valores de uDL / estimados para os enantiômeros em cada temperatura apresentam 

intervalos coincidentes em todos os casos, mostrando que não há distinção entre os mecanismos 

de dispersão sofridos por cada uma das substâncias na direção axial. Os valores de mk  para o S-

(+)-secnidazol aumentam com o aumento da temperatura, sugerindo que a resistência à 

transferência de massa diminui com o aumento da temperatura. Este fato pode ser explicado pelo 

decréscimo da viscosidade da fase móvel, aumentando a mobilidade do soluto no interior dos 

poros.  
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Tabela 4.10–Tempos de inflexão dos picos cromatográficos no estudo de sobrecarga em coluna 
semi-preparativa Chiralpak® AD. 
 

  Tempo de inflexão dos picos(min) 

Volume de injeção 

(µL) 

Massa injetada 

(mg) 
R-(-)-secnidazol S-(+)-secnidazol 

20 0,2 7,042 18,242 

50 0,5 7,083 17,925 

100 1,0 7,258 17,917 

200 2,0 7,217 17,542 

500 5,0 7,308 17,167 

600 6,0 7,400 17,017 

800 8,0 7,150 16,808 

 

4.5.2. Isotermas de adsorção 

A partir das curvas de isotermas de adsorção, pode-se obter informação a respeito do 

equilíbrio que se estabelece para os enantiômeros, entre as fases móvel e estacionária, durante a 

passagem pelo leito recheado. Os experimentos para obtenção das isotermas foram realizados 

utilizando-se o método da análise frontal, na temperatura de 25ºC e vazão de 2,00 mL/min, de 

acordo com a metodologia apresentada. As frentes de adsorção, na eluição dos enantiômeros pela 

coluna cromatográfica, podem ser observadas na Figura 4.21. Na Figura 4.22 estão apresentadas 

as curvas da derivada dos perfis de eluição nas concentrações estudadas. Percebe-se que há um 

ponto de mínimo (primeiro pico) da curva da derivada. Este fato pode ser comprovado pela 

Figura 4.23, que apresenta resultados de coletas realizadas minuto a minuto, durante a eluição dos 

enantiômeros. Até 13 minutos detectou-se apenas o menos retido. A concentração do 

enantiômero neste momento foi calculada por uma curva analítica previamente construída, nas 

mesmas condições do experimento, levando-se em conta a área sob o pico de eluição. 
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pico, Figura 4.22) referiu-se à concentração da mistura enantiomérica. Para este experimento 

alimentou-se um volume de amostra igual a 34 mL (17 minutos de alimentação). Como pode ser 

observado nas figuras mencionadas, em tempo próximo a 15 minutos, a coluna atingiu seu estado 

de saturação e, a partir de então, a concentração na saída passou a ser igual a da alimentação.  

O processo de dessorção baseou-se na mudança repentina da alimentação, que passou a 

ser composta unicamente pela fase móvel. Com menos de 40 minutos o sistema de análise 

praticamente não captava mais sinais de soluto. Observando-se a Figura 4.23 pode-se 

acompanhar a concentração dos enantiômeros ao longo da construção da curva de ruptura. 
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Figura 4.23- Análise das coletas realizadas durante a eluição. Q= 1,00 mL/min, v.  injeção= 20 

µL, FM= 60% IPA e 40% ACN,  T = 25°C e λ= 380 nm. 

 Este experimento foi repetido para as concentrações 0,50; 2,50; 5,00 e 7,50 mg/mL nas 

mesmas condições experimentais. A Figura 4.24 mostra o gráfico de Scatchard ( cq / versus q ) 

dos enantiômeros do secnidazol. Dado a sua linearidade, o modelo de Langmuir foi diretamente 

correlacionado aos dados experimentais. 
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Figura 4.24- Gráfico de Scatchard dos enantiômeros do secnidazol. FEQ Chiralpak® AD,    

FM= 60% IPA e 40% ACN,  T = 25°C , λ= 380 nm e Q= 1,00 mL/min.() R-(-) e () S-(+). 

As isotermas de adsorção obtidas para os enantiômeros do secnidazol, são apresentadas na 

Figura 4.25.  

 

Figura 4.25- Isotermas de adsorção dos enantiômeros do secnidazol obtidas pelo método da 

análise frontal. FEQ Chiralpak® AD, FM= 60% IPA e 40% ACN,  T = 25°C , λ= 380 nm e Q= 

1,00 mL/min. () R-(-) e () S-(+). 

A concentração de soluto adsorvida na fase estacionária ( q ) em equilíbrio com a 

concentração de soluto na fase móvel ( c ), foi calculada pela Equação 2.21. Os parâmetros do 
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modelo de Langmuir, constantes de equilíbrio ( a  e b ) e capacidade de saturação da fase 

estacionária ( sq ), estão apresentados na Tabela 4.11. 

Tabela 4.11– Parâmetros do modelo de Langmuir. 
 

 a  b (mL/mg) 
sq (mg/mL) R2 

R-(-)-secnidazol 24,9564±2,340 0,2431±0,0552 102,659±2,340 0,99333 

S-(+)-secnidazol 23,1798±2,748 0,3529±0,0849 65,684±2,748 0,98868 

 

Os resultados obtidos para o valor da capacidade de saturação da FEQ comercial 

Chiralpak® AD estão de acordo com os dados reportados na literatura (23,60 – 177,90 mg/mL) 

(MIHLBACHLER et al., 2002b) 

 

4.5.3.Cromatografia preparativa em leito móvel simulado 

4.5.3.1. Obtenção dos parâmetros para separação pelo método shortcut  

 Os experimentos para aplicação do método shortcut foram realizados através de pulsos 

longos, utilizando uma coluna Chiralpak® AD, concentração da mistura racêmica de secnidazol 

de 2,50 mg/mL, temperatura de 20ºC, detecção a 398 nm e vazões de 2,00; 2,50; e 3,00 mL/min, 

de acordo com a metodologia empregada para obtenção das isotermas de adsorção. 

A frente de adsorção, na eluição dos enantiômeros pela coluna cromatográfica na vazão 

de 3,00 mL/min pode ser observada na Figura 4.26. Foram coletadas amostras a cada minuto 

durante a eluição para obter as concentrações dos enantiômeros. A Figura 4.27 apresenta os 

resultados dessas coletas na vazão de 3,00 mL/min. 
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II e 2 colunas nas zonas 3 e 4) (de acordo com a metodologia descrita por XIE et al., 2003) com 

concentração de alimentação da mistura racêmica de secnidazol de 7,0 mg/mL. A temperatura de 

operação foi mantida constante e igual a 25°C e a comprimento de onde de detecção de 360 nm. 

4.5.3.2.1. Perfis dos detectores UV e polarímetro 

 A Figura 4.31 mostra os perfis dos detectores UV e polarímetro para o ciclo 08. É válido 

ressaltar a partir destes perfis a diferenciação do sinal indicando a separação progressiva dos 

enantiômeros do secnidazol ao longo dos ciclos até atingir o estado estacionário, cujas purezas 

ficam mantidas ao longo da corrida experimental. Mais uma vez pudemos comprovar que o 

enantiômero menos retido trata-se do R-(-)-sec e o mais retido o S-(+)-sec. 

 

Figura 4.31 – Perfis do UV e do polarímetro no ciclo 08. 

Perfil do polarímetro 

Perfil do UV 
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Tabela 4.14– Tabela dos parâmetros operacionais da separação dos enantiômeros do secnidazol 

em leito móvel simulado. 

Parâmetros operacionais 
Coluna Tris-(3,5 dimetilfenilcarbamato) de amilose 
Fase móvel Isopropanol: acetonitrila (60: 40%, v/v) 
Número de colunas 6 (cada uma com 6 gramas de fase estacionária quiral) 
Comprimento da coluna 100 mm 
Diâmetro interno da coluna 10 mm 
Concentração de alimentação 7,0 g/L 
Vazão de alimentação 0,60 mL/min 
Vazão de eluente 1,20 mL/min 
Vazão de extrato 0,80 mL/min 
Vazão de refinado 1,00 mL/min 
Tempo de troca 9,50 min 
Temperatura 25°C 
Pressão 47 bar 
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Conclusões  

  O presente trabalho relata a determinação dos parâmetros fundamentais para a separação 

dos enantiômeros do secnidazol, bem como o projeto de condições operacionais do LMS. Para a 

determinação dos parâmetros cromatográficos, um procedimento sistemático foi realizado com a 

finalidade de descrever e quantificar a forma como ocorre a separação dos enantiômeros do 

secnidazol utilizando uma coluna quiral Chiralpak® AD.  

Os resultados alcançados com o trabalho demonstraram a alta eficiência de separação dos 

enantiômeros do secnidazol na fase estacionária tris-3-5-dimetilfenilcarbamato de amilose, com 

destaque para a condição de 1,00 mL/min e 35ºC que, no processo de separação resultou em mais 

de 2300 pratos para o enantiômero menos retido e mais de 1300 pratos para o mais retido. A fase 

móvel definida para realização dos experimentos baseou-se em IPA:ACN (60:40, v/v). A 

separação ocorreu até a linha de base para todas as vazões e temperaturas estudadas. Com o 

auxílio do dicroísmo circular e da configuração absoluta pode-se verificar que o enantiômero 

menos retido na coluna trata-se do (R)-(-)-secnidazol e o mais retido (S)-(+)-secnidazol.  

Os parâmetros analíticos de separação e os coeficientes de transferência de massa foram 

favoráveis à separação dos enantiômeros. Estes parâmetros revelaram que a separação acontece 

com alta resolução. Os valores de seletividade maiores que 7,00 na maioria das condições 

experimentais testadas demonstraram o excelente potencial de separação dos enantiômeros nas 

condições especificadas no trabalho. 

O enantiômero S-(+)-secnidazol possui maior afinidade com a fase estacionária, 

apresentando valores dos coeficientes de Henry 7 vezes maiores que para o R-(-)-secnidazol. As 

variáveis vazão de fase móvel e temperatura mostraram-se importantes quando se deseja realizar 
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o escalonamento do sistema. Elas atuaram diretamente na resolução e no fenômeno de 

transferência de massa no interior da coluna. Picos mais resolvidos foram alcançados nas 

condições de baixas vazão e temperatura. 

Os valores negativos para as grandezas termodinâmicos comprovaram que é favorável 

energeticamente aos solutos adsorverem-se à fase estacionária e, isto ocorre com predomínio da 

entropia. 

As isotermas de adsorção foram determinadas pelo método da análise frontal até a 

concentração de 7,5 mg/mL da mistura racêmica, e indicaram uma alta capacidade de adsorção 

do secnidazol na FEQ estudada. As isotermas foram bem ajustadas pelo modelo de Langmuir. A 

coluna apresentou um alto desempenho de separação em condições de sobrecarga.  

 Com base nos resultados apresentados foram determinados as condições operacionais da 

unidade LMS, desconsiderando a influência das resistência à transferência de massa, com base na 

metodologia shortcut. Partindo-se das condições operacionais foram obtidas purezas de 85,50% 

para o enantiômero S-(+) na corrente de extrato e 72,50% para o enantiômero R-(-) na corrente de 

refinado. 

A separação do secnidazol em uma unidade LMS utilizando o método shortcut, contendo 

seis colunas Chiralpak® AD (configuração 1-1-2-2), pode ser realizada experimentalmente com 

sucesso. 
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