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RESUMO

Fases Estacionarias Quirais (FEQs) tém-se mostrado eficientes na resolugio
de racematos. O  Rolipram, (+)-4-(3-(ciclopentiloxi)-4-metoxifenil)-2-
pirrolidinona, é um antidepressivo que tem apresentado importantes propriedades
farmacologicas. A purificagdo do Rolipram na FEQ  tris(3,5~
dimetilfenilcarbamato) de celulose adsorvida em silica através da cromatografia
continua de Leito Movel Simulado (LMS) foi o objetivo principal deste trabalho.
A FEQ foi sintetizada e suas propriedades foram determinadas por analises fisicas
e quimicas. Através de experimentos de adsor¢do em coluna foram determinados a
influéncia da temperatura sobre o fator de separagio (o), as isotermas competitivas
de adsor¢io da mistura racémica e os pardmetros cinéticos e de equilibrio da
separagdo do N-Boc-Rolipram na FEQ sintetizada. Os experimentos realizados na
unidade LMS foram feitos, sob condigdes diluidas, a temperatura ambiente. O N-
Boc-Rolipram fo1 separado na FEQ sintetizada através do processo cromatografico
continuo de LMS. As constantes de adsor¢io de Henry sdo discutidas e revelam
um fator de separacio da ordem de 1,20. As medidas de pureza e excesso
enantiomérico das correntes de extrato e refinado foram determinadas. As analises
fisicas e quimicas da FEQ sintetizada revelam boa concordéncia com os valores
teoricos. Efeitos da temperatura sobre o fator de separagio mostram que o
processo de adsorcdo € entalpicamente controlado. Ambos os enantidmeros
adsorvem de maneira semelhante na FEQ sintetizada, mas estudos detalhados
precisam ser realizados para uma melhor compreensdo do processo de adsorgéo.
Os parametros de equilibrio e cinética revelam o bom desempenho da FEQ

sintetizada na separac@o dos enantidmeros principaimente o R-Boc-Rolipram.

Palavras-chaves: tris(3,5 — dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada

em silica, LMS, N-Boc-Rolipram.



ABSTRACT

Chiral stationary phases (CSPs) have shown efficiency in racemate
purification, Rolipram, (£)-4-(3~(cyclopentyloxy)-4-methoxyphenyl}-
pyrrolidin-2-one, is an antidepressant with significant pharmacological
properties. The main objective of this work was Rolipram purification in the
Chiral Stationary Phase tris(3,5—dimethylphenylcarbamoyl) cellulose supported
on silica by Simulated Moving Bed continuous chromatography. CSP was
synthesized and its properties were determined by physical and chemical
analysis. Kinetics and equilibrium parameters of the N-Boc-Rolipram, effect of
the temperature on the separation factor (o) and competitive isotherms of the
racemic mixture were evaluated by adsorption experiments with columns
packed with the synthesized CSP. The experiments in the SMB unit were
carried out under diluted conditions at room temperature. The N-Boc-Rolipram
racemate was separated on the synthesized CSP by the SMB continuous
chromatographic process. Henry constants are discussed and reveal Selectivity
close to 1,20. Purity and enantiomeric excess of extract and raffinate streams
were determined. Chemicals and physicals analyses of the CSP obtained find
good agreement with theoretical results. The effects of the temperature on the
separation factor show that adsorption process is controlled by the enthalpy.
Both enantiomers adsorb similarly on the synthesized CSP, but detailed studies
need to be making for a good understanding of the adsorption process. Kinetics
and equilibrium parameters show good performance of the synthesized CSP to

separate the enantiomers, mainly R-Boc-Rolipram racemate.

Keywords:  tris(3,5—dimethylphenylcarbamoyl) cellulose supported on
silica, SMB, N-Boc-Rolipram.
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INTRODUCAO

Moléculas que se apresentam como uma imagem especular uma da outra e
que ndo podem ser superpostas sio denominadas quirais. As moléculas quirais s&o
também denominadas enantidmeros e algumas vezes podem ocorrer em pares

1soméricos (racemato).

Uma forma de se diferenciar um enantibmero do outro é através da sua
interagdo com o plano da luz polarizada. Aquelas que apresentam rotagdo Otica
positiva s3o denominadas destrégiras (ou destrorotatérias) e aquelas que

apresentam rotacao otica negativa levogiras (ou levorotatorias).

As moléculas oticamente ativas atraem grande atragio em virtude do fato de
que sistemas vivos sfio quirais. Proteinas, acidos nuciéicos e polissacarideos
possuem estruturas quirais que estio relacionadas de maneira especifica as fungdes
desempenhadas por aquelas moléculas. Devido a quiralidade os organismos vivos
respondem diferentemente do ponto de vista bioldgico aos pares de enantidmeros
em farmacos, alimentos e pesticidas (ABOUL-ENEIN & ABOU-BASHA, 1997).

A obtengdio de enantidmeros a partir dos racematos pode ser realizada
através de duas formas: a abordagem racémica e a abordagem quiral. A abordagem
quiral consiste na elaboragdo de uma rota de sintese enantiosseletiva para o
enantidmero desejado. Se ambos os enantidmeros sdo desejados, faz-se necessario
o desenvolvimento de duas rotas de sintese independentes. Este método inclui a
utilizagiio de auxiliares quirais na rota sintética escolhida. Contrapondo-se a
abordagem quiral a abordagem racémica implica na preparagio de misturas
racémicas a qual € subsegiientemente resolvida nos seus enantibmeros
correspondentes. Neste método os enantidmeros sdo obtidos através da separagio
dos seus diastereoisdmeros por cromatografia ou cristalizagdo salina; ou através da
separagdo direta dos enantibmeros por cromatografia em fases estacionarias
quirais (FEQs). O método cromatografico normalmente fornece ambos os
enantidmeros na sua forma oticamente ativa, principalmente pelo processo

cromatografico continuo de Leito Movel Simulado (LMS) (FRANCOTTE, 2001).
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1.1 Escopo deste Trabalho

O () Rolipram® foi um farmaco desenvolvido pela Schering AG. Berlim
(Alemanha) para atuar inicialmente como antidepressivo. Posteriormente,
verificou-se que possuia outras atividades farmacologicas (antiinflamatério,
antiparkisoniano, imunosupressivo e neuroprotetivo) (DEMNITZ, J. ef al. 1998),
principalmente a sua forma enantiomérica (R). Atualmente, tem recebido atengfio
consideravel da indGstria farmacéutica em virtude do seu elevado valor econdmico
(10 mg do (R)-Rolipram custa aproximadamente U $ 115,00) e da importincia

bioquimica do mesmo.

No entanto, o metodo empregado para a obten¢8o dos enantidmeros do
Rolipram (abordagem quiral) constitui-se em uma tecnologia onerosa e de baixa
produtividade. Baseado neste fato, atualmente, tem-se procurado novas
tecnologias de obtengdo do farmaco, notadamente a cromatografia quiral continua

de LMS.

1.2 Objetivo

Neste contexto, pretende-se empregar uma outra forma de resolugio do
racemato N-Boc-Rolipram utilizando-se a tecnologia do LMS na FEQ tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose suportada em silica.

Esta fase estacionaria foi inicialmente desenvolvida pela DAICEL
{companhia Japonesa) com o nome comercial de CHIRALCEL OD e revelou-se
eficiente na separagiio de diversas misturas racémicas, inclusive o precursor do
Rolipram (N-Boc-Rolipram). Seu desempenho, quanto a4 produtividade dos
compostos separados tem se mostrado superior a outras FEQs utilizadas, porém o
fabricante comercial ndo fornece quantidades inferiores a 1 Kg e esta destinada a

vendas em grandes quantidades a industrias.

Tendo em vista o objetivo acima citado, pretende-se atingir as seguintes

etapas:
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1. Sintese em escala de centenas de gramas (100 — 500g) da Fase Estacionaria
Quiral tris(3,5 - dimetilfenilcarbamato) de celulose empregando silica como
suporte. Essa escala de preparagio da fase estacionaria é apropriada para a
utilizagdo em um sistema cromatografico de colunas maltiplas {Leito Movel
Simulado), existente no laboratério de bioseparagdo da Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP.

2.  Determinagio das condigdes experimentais de separacio das misturas
racémicas constituidas dos enantidmeros R e § do Rolipram em coluna unica
contendo as fases estacionarias preparadas no item anterior. Serfo estudadas as
seguintes varidveis: vazio da mistura, a concentragio inicial da mistura, a
temperatura e a concentracdo da fase movel a fim de se obter parametros cinéticos

e termodinamicos.

e

3.  Utilizagdo do sistema de cromatografia continua de LMS para a separagio
das misturas racémicas constituidas dos enantidbmeros R e § do Rolipram. Sero
obtidos para diversas vazdes de operagiio os perfis estacionarios de concentragdes
dos compostos individuais {enantidmeros) ao longo das quatro se¢des do sistema.
Esses perfis permitem avaliar a dindmica de separagio do sistema na obtenggo dos

enantidmeros.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta parte do trabalho divide-se em 5 sub-capitulos:
1. Fundamentos da Estereoquimica
2. Drogas Neurotransmissoras
3. Sintese de Fases Estacionarias Quirais (FEQ)
4. O Método da Cromatografia em Pulso
5. A Tecnologia de Leito Movel Simulado

Na primeira parte serd definido o que ¢ uma substincia quiral, suas

caracteristicas e propriedades.

Na segunda parte serdio abordados o processo de transmissdo da informagdo

entre 0s neurdnios € a atuagdo do Rolipram neste processo.

Na terceira parte serdo apresentados os tipos de FEQs, algumas propriedades

e suas caracteristicas.

Na quarta parte serdo mostrados os fundamentos da cromatografia em pulso,
assim como alguns trabalhos realizados com o objetivo de se estudar a dindmica

de adsorgio em FEQs utilizando-se este método de separagio.

Na quinta parte sera mostrada toda a fundamentagiio tedrica em que se
baseia o método de separagio continua em Leito Mével Simulado assim como o

seu uso na separagdo de misturas racémicas.
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2.1 PRINCIPIOS FUNDAMENTAIS DA
ESTEREOQUIMICA

2.1.1 Introducio

A Quiralidade ¢ um fendmeno que faz parte do mundo em que vivemos. O
corpo humano € estruturalmente quiral com o coragdo situando-se no lado
esquerdo a partir do centro, e o figado no lado direito. Alguns tipos de conchas
helicoidais sdo quirais, e espiralam como um parafuso girando no sentido horario.
Muitas plantas mostram quiralidade na forma como se enroscam em estruturas
suportes. Algumas serpenteiam no sentido horario, outras no sentido anti-horario
(SOL.OMONS, 1996).

A maioria das moléculas que constitui plantas e animais € quiral, e quase
sempre apenas uma unica forma ocorre naturalmente. Assim, comemos pdes e
carnes oticamente ativos e vivemos em casas, usamos roupas e lemos livros feitos
de celulose oticamente ativa. As proteinas que compdem nossos misculos e outros
tecidos € as enzimas e hormdnios que tornam possivel o nosso crescimento ¢

regulam os processos corporais sio todos oticamente ativos.

Portanto, convivemos com substidncias oticamente ativas em uma extensio

inimaginavel.
2.1.2 Estereoquimica e estereoisomerismo

A ciéncia da quimica orginica que estuda a relagdo entre a estrutura
molecular tridimensional e sua propriedade € denominada estereoquimica (do

grego stereos. Sélido).
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Um aspecto da estereoquimica € ¢ estereoisomerismo. Isdmeros sdo
compostos diferentes que possuem a mesma formula molecular. Classifica-se em

isGmeros constifucionais e nfo constitucionais.

Os isdmeros constitucionais diferem entre si pelo grau de conectividade que
0s seus atomos apresentam. Alguns exemplos de isOmeros constitucionais sdo

apresentados na Figura. 2.1:

Formula Molecular Isdmeros Constitucionais
CH;
C,Hyo CH;CH,CH,CH; CH;CHCH;
Butano Isobutano

Figura 2.1: Formas isoméricas do C4H;o (SOLOMONS,1996)

Os isdmeros ndo constitucionais, também conhecidos como estereocisOmeros,
possuem o mesmo grau de conectividade, diferenciando-se apenas pelo seu arranjo

espacial. Um exemplo de estereoisomerismo € mostrado na Figura 2.2:

C__H C_ _-H
I I
C C
~
a” m a
cis - 1,2 - dicloroeteno trans - 1,2 - dicloroeteno
CHCl, CH,Cl,

Figura 2.2: Formas isoméricas do 1,2 ~ dicloroeteno (SOLOMONS, 1996)

Os estereoisdmeros podem ser subdivididos em duas categorias:

enantidbmeros e diastereoisOmeros. Os enantiomeros sdo estereoisGmeros cujas
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moléculas s#o imagens especulares uma da outra. Os diastercoisdmeros sio
estereoisomeros que ndo apresentam esta propriedade. As moléculas mostradas na
Figura 2.3 s3o um exemplo de diasterecisdbmeros, uma vez que uma ndo € a

imagem especular da outra.

CH; CH,
H-—é-CI HI-E-‘Ci
c1--—(:j--lH H o (et (']
%2H5 %21-15

Figura 2.3: Formas isoméricas do 2, 3 ~dicloropentano (MORRISON E BOYD,
1992).

2.1.3 Enantidomeros

Enantidmeros possuem propriedades fisicas idénticas, exceto na diregdo da
rotagdo do plano da luz polarizada. Conseqiientemente, para as substincias
enantioméricas, ponto de bolha, ponto de fusdo, densidade, indice de refragdo ou
qualquer outra propriedade fisica mensuravel sdo iguais. No entanto, quando se
considera a sua interagdo com a luz polarizada, um dos enantidmeros rotaciona o

feixe de luz polarizado para a direita e o outro para a esquerda.

Também possuem propriedades quimicas idénticas, exceto pela forma como
interagem com reagentes oticamente ativos. Portanto, na auséncia de reagentes
ativos oticamente as substincias enantioméricas comportam-se da mesma maneira
(grau de dissociagdo, concentragdo, etc). Isto se deve ao fato de que os atomos que
estdo sob ataque tenham a sua reatividade influenciada pelos mesmos

substituintes.

s

Nos casos em que o reagente € oticamente ativo (quiral) a influéncia

exercida pelo reagente ndo é idéntica quanto ao ataque aos dois enantidmeros e as
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taxas de reag@o sdo diferentes. Em alguns casos, apenas um dos isOmeros interage
com © reagente oticamente ativo. Em sistemas biologicos, por exemplo, tal
especificidade estereoquimica € na maioria das vezes a regra, uma vez que todos

os catalisadores, enzimas e compostos correlatos sdo ativos oticamente.

Portanto, enantidmeros possuem propriedades diferentes — fisicas ou
quimicas — somente quando expostos a um meio quiral. Assim, para os
enantidmeros apresentarem taxas reacionais diferenciadas, um meio quiral
necessario a reacdo pode ser providenciado de diversas maneiras: por meio de um
reagente oticamente ativo, por meio de um solvente quiral, pela superficie quiral
de um adsorvente ou ainda, para algumas reacOes catalisadas pela Iuz, pela

irradiacdo com a luz polarizada (ELIEL & WILEN, 1994).

2.1.4 Quiralidade

A quiralidade ¢ condicio necessaria e suficiente para a existéncia de
enantidmeros. Um composto cujas moléculas sfo quirais pode existir como
enantidmero.Uma substincia cujas moléculas ndo s@o quirais (sem quiralidade)
ndo pode existir como enantidmero. A Figura 2.4 mostra um exemplo de

compostos quirais:

CH, CH,
HOA F ,H Heo I _aOH
I I

HgT HZT
CH, CH;
I i

Figura 2.4; Formas enantioméricas do 2-butanol (MORRISON E BOYD, 1992)
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2.1.4.1 O Centro Quiral

Um atomo de carbono que possua quatro ligantes diferentes ¢ denominado
centro quiral. (As vezes, pode ser denominado carbono quiral quando € necessario

distingui-lo do nitrogénio quiral, fosforo quiral, etc.).

Muitas, mas ndo todas, moléculas que contém um centro quiral sdo quirais.
Existem moiéculas que contém centros quirais, mas s&o aquirais. Estas moléculas
aquirais {mesocompostos) sempre contém mais de um centro quiral. No entanto, se
existir apenas um Unico centro quiral na molécula, certamente, ela sera quiral.

Portanto, a presenga ou auséncia do centro quiral ndo € critério de quiralidade.

O reconhecimento da quiralidade de uma molécula se da pela auséncia de
planos de simetria. Um plano de simetria € definido como um plano imaginario,
que bisecciona uma molécula de tal forma, que a metade de uma molécula ¢ a
imagem especular da outra. O plano pode passar através dos atomos, entre os
atomos ou ambos. Moléculas que possuem planos de simetria sfo aquirais (ELIEL
& WILEN, 1994).

2.1.5 Configuracio

O arranjo espacial de um estereoisdmero particular é denominado de seu
arranjo configuracional. A maneira mais pratica de se definir a configuragido de um
enantidmero é pelo uso de prefixos. De acordo com as regras da IUPAC ao nome
das substancias enantioméricas deve-se acrescentar as designagdes K ou §
{palavras originarias do latim rectus e sinister, significando direita e esquerda,
respectivamente), baseado no procedimento citado por CAHN (1964) e PRELOG
& INGOLD (1976).

A dire¢do da rotagdo do plano da luz polarizada é normalmente incorporada
aos nomes dos compostos oticamente ativos. A molécula que desvia o plano da luz
polarizada para direita ¢ designada como destrorotatéria (+) e para a esquerda

levorotatoria (-).
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2.1.6 A modificacdo racémica

Uma mistura em partes iguais de substincias enantioméricas ¢ denominada
modificagio ou mistura racémica. Uma modificagio racémica € oticamente
inativa. Na modifica¢8o racémica a rotagdo causada por uma molécula de um dos
isdmeros € cancelada por uma rotagio igual e oposta provocada pelo seu

enantidmero.

O prefixo * ¢ utilizado para especificar a natureza rac€mica de uma amostra

particular, por exemplo, (+) acido latico ou (%) 2-metil-1-butanol.

A 1identidade da maioria das propriedades fisicas dos enantidmeros tem uma
conseqiiéncia de enorme importincia pratica. Eles ndo podem ser separados por
métodos comuns, tais como: destilac@io fracionada (em virtude dos seus pontos de
bolha serem idénticos), cristaliza¢do fracionada (a ndo ser em um solvente ativo
oticamente) e cromatografia (em virtude de possuirem as mesmas constantes de
equilibrio de adsor¢io, exceto quando o adsorvente é quiral). Portanto, a separago
de um racemato em enantibmeros — a resolugio de uma modificagio racémica —

requer um modo especial de procedimento (ELIEL & WILEN, 1994).

2.1.7 Sintese de compostos quirais

A sintese de um composto quiral a partir de reagentes aquirais sempre
produzira a modificagio racémica, ou seja, reagentes oticamente Inativos

resultario em produtos oticamente inativos.

Um outro aspecto relevante na obten¢do de compostos quirais sdo as reagdes
de retencio de configuragdo. ReagBes que se desenvolvam sem a quebra de
ligagbes no centro quiral sdo processos que se realizam com retengdo de
configuragio do mesmo. Caso uma ligagdo no centro quiral seja quebrada, a
configuragdo mudard. Este tipo de reagio permite obter uma importante
informagdo a respeito de compostos puros oticamente: sua rotagfio especifica.

Desta forma € possivel conhecer o grau de pureza do mesmo. Por exemplo, caso
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uma amostra de um composto, cuja rotagdo maxima é de +1.67° (100 % puro),
possua uma rotagdo de +0.835° nds dizemos que ele é 50% oticamente puro
(ELIEL & WILEN, 1994).

A reagdo de moléculas quirais com reagentes ativos oticamente permite a
resolugdo da modificagio racémica, ou seja, a separagdo da modificagio racémica

nos seus enantidmeros.

Alguns compostos ativos oticamente sfo obtidos de fontes naturais, uma vez
que organismos vivos normalmente produzem apenas um enantidmero de um par
enantiomérico. Desta forma, apenas (-)-2-metil-1-butanol € formado na
fermentagio de gomas e somente (+)-acido latico é formado na contracdio
muscular. A partir destes compostos que ocorrem naturalmente € possivel obter
outros compostos oticamente ativos. O (-)}-2-metil—1-butanol pode ser convertido,

sem perda de configuragfo, no seu acido ou sal correspondente.

A matoria dos compostos oticamente ativos € obtida pela resolugdo de uma
modificagdo racémica em seus enantidmeros. Uma boa parte destas resolugdes ¢
realizada por meio do uso de reagentes que sdo eles mesmos ativos oticamente, os

guais sdo obtidos através de fontes naturais.

Uma boa parte destas resolugdes depende da reagdo entre uma base organica
e um acido orginico para produzir sais. Estes sais diasterecisoméricos possuenn,
naturalmente, propriedades fisicas diferentes, incluindo a solubilidade em um
determinado solvente. Eles podem, portanto, serem separados por cristalizagdo
fracionada. Uma vez que os dois sais estejam separados, os acidos ativos
oticamente podem ser recuperados a partir de cada sal através da adigdo de um
acido mineral forte aos mesmos (ELIEL & WILEN, 1994).

Portanto, independente do tipo de composto, a modificagio racémica pode
ser convertida em uma mistura de diastereoisbmeros, por meio de uma reagdo com

um reagente oticamente ativo e, entfo, separada.
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2.2 DROGAS NEUROTRANSMISSORAS

2.2.1 Introducio

A idéia de que termina¢des nervosas podem se comunicar com outras
células através da liberagdo de pequenas quantidades de substéncias quimicas
nas suas jungdes tem crescido em importincia através da observagio dos
efeitos de substdncias venenosas sobre animais. Este processo tem sido
denominado transmissdo neuroquimica, e as substincias quimicas liberadas de

neurotransmissores,

Muitas substdncias quimicas que agem como neurotransmissores tém
sido wdentificadas, mas nem todas as substincias associadas as terminagGes
nervosas e capazes de alterar a atividade do sistema nervoso sfo

neurotransmissoras.

Os critérios pelos quais uma substdncia quimica possa ser considerada

neurotransmissora sfo as seguintes;

1. A substéncia deve ser sintetizada no interior do neurbnio do qual
esta sendo liberado. As enzimas e substratos necessarios a sintese devem estar

presentes no neuronio.

2. Deve haver um mecanismo de estocagem dos neurotransmissores

no interior do neurdnio no qual foi produzido e ser3 liberado.

3. Mecanismos de liberagio dependentes de calcio aparentemente
ocorrem com todos os neurotransmissores. Tal liberacfo foi demonstrada como
uma ocorréncia de uma estimulagio fisiologica de um caminho neuronal

apropriado.

4. A aplicagio exdgena de um neurotransmissor sintético deve imitar
as agdes do transmissor verdadeiro quando este altimo € liberado em resposta a

um estimulo elétrico ou fisiolégico.
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5. Deve haver um mecanismo para a interrupgao rapida da agfio de um
neurotransmissor liberado. A substincia aplicada exogeneamente deve ser
inativada pelo mecanismo que age no verdadeiro neurotransmissor (KRUK &
PYCOCK, 1991).

2.2.2 O Neuronio

O neurdnio ou célula nervosa é a unidade de comunicagic celular
fundamental do sistema nervoso. E constituido pelo corpo celular nervoso ou
pericarion, o qual contém o nicleo, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi e
outros componentes necessarios a sintese de proteinas e manutenciio do
metabolismo intermediario. A partir do pericarion ha um ou mais filamentos
longos chamados ax6nios, e numerosos filamentos curtos conhecidos como
dendritos. Os dendritos s@o considerados os responsaveis pela recepcdo dos
impulsos nervosos através de receptores especializados, enquanto os axdnios
sdo considerados como os responsaveis pelo o envio de mensagens do neurdnio
as estruturas distantes localizadas nos terminais dos axdnios. A Figura 2.5

mostra a estrutura simplificada e generalizada do neurdnio.

"~ Receptor

sobre a

/ ; estrura
Dendritos f pds-sinaptica

Receptor sonbre os termingis
pré-sinapticos

Figura 2.5: Sitios nos quais as drogas podem modificar a Neurotransmissgo. 1-
transporte axonal; 2-membrana axonal; 3-precursores disponiveis; 4-sintese, 5-
estocagem; 6-organelas intracelulares; 7-liberacfio; 8-receptores (pré-ou pos-
sindpticos); 9- mecanismos pos-receptor; 10-inativagio: enzimatica ou uptake.
(KRUK & PYCOCK, 1991).
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A transferéncia de informacdo do newrdnio a um tecido neuro efetivo é
obtida através da liberagdo de substincias quimicas do nervo terminal. A
substincia quimica se difunde através da lacuna sindptica existente entre o
nervo terminal e o tecido newro efetivo e se combina através do sitio de
reconhecimento (o receptor). Este processo de neurotransmissdo quimica €
suscetivel & ac8o de drogas em diversos estigios da seqiéncia (KRUK &
PYCOCK, 1991).

As células enviam mensagens umas as outras através da liberacio de
mensageiros ou moléculas de informacio. Os neurotransmissores agem em
receptores presentes na membrana neuronal de outro neurdnio proximo daquele

do qual o neurotransmissor foi liberado.

Os neurotransmissores fazem parte de um conjunio de moléculas de
informagdo conhecidas como mensageiros priméarios. As células alve dos
mensageiros primarios possuem mecanismos especializados de reconhecimento
do mensageiro e de transferéncia da mensagem do exterior da célula ao seu
interior. O sitio de reconhecimento ¢ denominado receptor e este ¢ conectado a
um mecanismo de transdugdo que pode amplificar e distribuir a mensagem no
interior da célula alvo. As moléculas geradas pelos mecanismos de transdugfo
sdo denominadas mensageiras secundarias (KRUK & PYCOCK, 1991).

2.2.3 Rolipram

O Rolipram, (+)~4-(3-(ciclopentiloxi)~ 4(metoxifenil)-2-pirrolidinona,
€ um inibidor seletivo da fosfodiesterase conhecida como fosfodiesterase IV
(PDEIV). Ela interage de maneira estereoseletiva e com elevada afinidade em
sitios receptores do tecido cerebral ¢ com a PDEIV humana recombinante. A

Figura 2.6 mostra a estrutura do Rolipram
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OCH,

Figura 2.6: Estrutura do racemato Rolipram (CORREIA E GARCIA, 2001).

A PDEIV ¢ responsavel pela clivagem da ligagdo fosfodigster presente
no mensageiro secundario Adenosina-3’, 5’-monofosfato ciclico {cAMP)
desativando-o. A a¢do da PDEIV esta relacionada a uma variedade de
distarbios fisiologicos tais como esclerose multipla, falha coronariana, asma
bronquial, enfermidades pulmonares crénicas, diabetes, etc (DEMNITZ ef al,
1998).

Verificou-se também, através de experimentos em animais, gque ©
enantiémero (-) apresenta um elevado potencial de inibigio da atividade
depressiva (BAURES er al.,1993). Sabe-se que a depressdo endégena aumenta
a partir da redugfio da atividade neurotransmissora. Isto leva a uma diminuigio
da concentragic de noradrenalina na regiio  pos-sinaptica, e,
consequentemente, quantidades insuficientes do chamado segundo mensageiro,
cAMP, sdo produzidos. A fim de contrabalancar esta escassez, antidepressivos
convencionals melhoram a concentragfio de noradrenalina no espago sinaptico.
Rolipram ®, em contraste, age pos sinapticamente pela inibigdo da enzima que
desativa 0 cAMP, a fosfodiesterase, mantendo pois uma concentragdo elevada e
constante do cAMP. Além disso, Rolipram® possui vantagens significativas
quando comparado a outros antidepressivos. Sua dosagem de aplicagiio ¢
consideravelmente menor e efeitos colaterais desagradaveis e perigosos, tais
como secura da boca, problemas de vis@o e cardiotoxicidade nfo estdo
presentes (MULZER, 1994).
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Ha4, ainda, estudos que mostram a eficacia do rolipram como um potente
inibidor do fator de necrose tumoral, responsiavel pelo aparecimento de
diversas doengas notadamente nos portadores de HIV e cancer (ANGEL er al,,
1995).

O perfil farmacocinético do rolipram j4 foi amplamente documentado por
KRAUSE et al. {1990) e PFEFFER et al. {1990) ¢ os dois enantidmeros tém
sido descritos como “(R)-(-)-Rolipram” e *“(S)-(+)-Rolipram™,

O (+)- Rolipram® foi desenvolvido inicialmente na Europa pela Schering
AG., Berlim (SCHIMIECHEN er al. PAT. U.S. 4193926, 1980). Desde entéo,
variadas rotas quimicas sintéticas tém sido realizadas para a obtencfo do

Rolipram.

Na resolugdo da modificagio racémica alguns métodos tém sido
utilizados. Entre eles, estd o uso de umn reagente oticamente ativo como a

enzima lipase na rota sintética utilizada pela Schering Ag., Berlim.

No entanto, em virtude da elevada produtividade e pureza das substéncias
enantioméricas obtidas, a forma mais promissora de obtengio dos
enantidmeros a partir da mistura racémica € através do uso de cromatografia

quiral, notadamente através do sistema de LMS.

O racemato Rolipram na forma Boc (Figura 2.7) utilizado neste trabalho
foi fornecido pelo Instituto de Quimica da UNICAMP cuja sintese foi realizada
segundo metodologia de CORREIA & GARCIA (2001).

Por meio do uso da fase estacionaria quiral MCTA (triacetato de metil
celulose) € possivel i separagio dos enantidmeros da mistura racémica do
Rolipram. Com dados obtidos no laboratério de Biosseparagfes da
UNICAMP,a resolucio apresentada por estes enantidmeros através do uso
desta fase estacionaria (MCTA) revelou-se inferior aquela apresentada pela

tris(3,5- dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em silica (DMFCC).
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OCH;

Boc

Figura 2.7: Estrutura do Racemato N-Boc-Rolipram (CORREIA E GARCIA,
2001).
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2.3 SINTESE DE FASES ESTACIONARIA
QUIRAIS (FEQs)

2.3.1 Introducio

A cromatografia sobre fases estacionarias quirais (FEQs) ¢ um método bem
estabelecido e aplicado com sucesso na determina¢io da composigio
enantiomérica de uma extensa variedade de compostos quirais (NAGAMATSU et
al., 1999; FRANCOTTE & RICHERT, 1997; WAINER, 1993; KRISTULOVIC,
1989; ZIEF & CRANE, 1988; OKAMOTO ef al., 1988). Com este objetivo duas

estratégias podem ser empregadas (Tabela 2.1).

Cromatografia Enantiosseletiva sobre Fases Estacionarias Quirais

Estratégia 1 Estratégia 2

Selecao ou Adaptacio da Fase Adaptacio do Soluto a Fase

Estacionaria ao Racemato

Estacionaria

Tabela 2.1:

Avaliagdo randomica da FEQ

Escolha baseada na experiéncia

pessoal ou no banco de dados
Abordagem Combinatoria

Sintese de uma FEQ
especifica (utilizando
correlagBes estruturais ou

modelagem molecular)

(FRANCOTTE, 2001).

Estratégias de separagdo

Derivacio do Racemato

Mudanga a urn precursor do

composto desejado

Abordagem combinatoria

enantiosseletiva por cromatografia
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A primeira estratégia consiste em selecionar a melhor FEQ para o composto
racémico de interesse. Na segunda estratégia, a abordagem consiste em selecionar
uma FEQ apropriada e adaptar o soluto por meio da alteragio da sua estrutura (Ex:
derivagdio). A Figura 2.8 mostra um exempio de uma derivagio para separagio

cromatografica.

Racematos ndo resolvidos no MCTA _
a=219

0

H O‘K

O->_/ (CH);4,CH; I‘___:> NOZ—Q-—< 0
CeHsO 0‘}.../0 t‘(CHZ)I 4CH;

CLC cl CLC
o =231

Racematos resolvidos no MCTA

Figura 2.8: Exemplos de deriva¢do aquiral para separagOes cromatograficas sobre
triacetato de celulose (CTA I). Coluna, 1,25x30 cm. Fase Movel, etanol/agua 95/5
(FRANCOTTE, 1996).

Para compostos quirais de interesse biologico € especialmente nos estagios
iniciais de desenvolvimento, geralmente é preferivel separar o composto ativo,
embora um intermediario particular tenha melhor resolugio. Em separa¢des em
larga escala, a situagio pode se inverter em virtude dos custos, e pode ser mais

apropriado separar o intermediario sintético (FRANCOTTE, 2001).
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2.3.2 Fases estacionarias quirais

Algumas caracteristicas devem ser consideradas no desenvolvimento de uma
fase estacionaria em geral, tais como: disponibilidade, facilidade de preparagéo,
custos de preparagdo relativamente baixos, durabilidade (estabilidade quimica e

mecénica) e elevada capacidade e aplicabilidade.

Infelizmente, no desenvolvimento de uma FEQ a observéncia a todos estes
fatores nio € possivel. No entanto, outros aspectos, tais como: resolugdo,
produtividade, propriedades fisico-quimicas, escolha da fase movel e capacidade

de adsor¢io da FEQ tem importincia fundamental.

Os fatores que afetam o poder de resolu¢iio de uma coluna cromatografica
quiral sdo os mesmos que afetam as colunas cromatograficas convencionais:
tamanho de particula, porosidade, area superficial, vazdo de eluigdo, dimensdes da
coluna (SNYDER E KIRKLAND, 1979). Um fator de separagdo de no minimo 1,2

— 1,3 € pré-requisito para separagbes preparativas.

2.3.3 Caracteristicas fisicas e quimicas das fases

estacionarias quirais

Algumas propriedades devem ser observadas quando da utilizagdo de uma
determinada FEQ. Um elevado nimero de fases quirais € baseada em material
polimérico orgdnico o qual exibe algumas restricdes quanto as suas propriedades
quimicas, fisicas e mecinicas. Por outro lado, um consideravel numero de FEQs
tem sido desenvolvido através da fixacdo ou adsorgio de compostos quirais de
baixa massa molecular ou macromoléculas sobre silica gel usada como suporte.
Nestas circunstincias apenas uma parte do material cromatografico é capaz de
realizar alguma discriminag@o quiral. Este fato pode reduzir apreciavelmente a
capacidade de adsor¢@io da fase estacionaria (FRANCOTTE & JUNKER-
BUCHHEIT, 1992).
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2.3.3.1 Propriedades fisicas e quimicas

Fundamentalmente, ha duas grandes classes de fases estacionarias quirais:

1- Materiais poliméricos na sua forma pura ou adsorvida sobre suportes

MAacroporosos mecanicamente estaveis.

2- Materiais obtidos através de modificagdes quimicas quirais sobre a

superficie de um suporte estavel (notadamente silica gel).

Se ndo ha ligagbes cruzadas, a maioria dos materiais poliméricos apresenta
algum grau de solubilidade em um extenso conjunto de solventes. A maioria dos
derivados de celulose apresenta esta limitagdo quanto a fase mével empregada.
Além disso, este efeito depende sobretudo da massa molecular ou da cristalinidade
do polimero utilizado Estas informagdes raramente sio especificadas pelo

fabricante (FRANCOTTE & JUNKER-BUCHHEIT, 1992).

Apesar das limitagdes citadas, os derivados de celulose sdo, provavelmente,
as FEQs mais freqiientemente utilizadas em separag3es preparativas, em virtude da
sua extensa faixa de aplicagBes e/ou sua elevada capacidade de adsorgio. Algumas
tentativas tém sido realizadas a fim de aumentar a estabilidade mecénica dos
dertvados celuldsicos por meio de ligagGes cruzadas (cross-linking) (KLEMISCH
& HODENBERG, 1985), mas sem muito sucesso. Uma possivel explicagdo seria a
alteragdo da estrutura cristalina pela introdugdo de ligagdes covalentes entre as
cadelas poliméricas. A importincia da estrutura (organizagdo) dos cristais no
poder de resolug@o destes tipos de adsorventes quirais tem sido investigada por
FRANCOTTE et al. (1985).

Alem disso, algumas fases estacionarias que possuem fungfes quimicas de

elevada reatividade podem ser alteradas pela injec3o de determinados solutos.
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2.3.3.2 Capacidade de adsorg¢io

A capacidade de adsorgdo de uma fase estacionaria € um pardmetro
importante quando se deseja realizar separagGes em larga escala. Por essa mesma
razdo, apenas um nimerc limitado de materiais tem sido aplicado normalmente
entre o extenso conjunto de fases estacionarias quirais disponiveis. Entretanto, €
importante ressaltar que a fase Otima, quando se considera sua capacidade de
adsor¢do, pode variar de um racemato a outro dependendo da estrutura dos
compostos racémicos a serem resolvidos. Isto se deve ao nimero de sitios
acessivels de interagio por unidade de massa da fase estaciondria quiral
(FRANCOTTE, 2001).

Geralmente, os adsorventes quirais sdo adsorvidos ou fixados
covalentemente sobre superficies modificadas de silica gel macroporosa
(SHIBATA ef al, 1986). Embora as propriedades mecinicas destes materiais
sejam satisfatérias, eles possuem uma desvantagem: apenas uma parte do
adsorvente contém a funcdo quiral capaz de realizar a diferenciagiio entre os
enantidmeros. Obviamente, este fator determinara a capacidade de adsorgdo deste
material. Uma fase estacionaria composta em sua grande maioria de silica gel ¢

poucos elementos quirais sera rapidamente saturada,

Além disso, nfio apenas o nimero, mas também a disponibilidade de sitios
adsortivos de interagdo potencial é importante para a obtencdo de adsorventes
preparativos. De fato, este tltimo fator esta relacionado s propriedades fisicas do
material, tais como area superficial ou porosidade, aspectos estes importantes a
serem considerados na sintese de adsorventes para cromatografia (FRANCOTTE,
2001). A capacidade de adsor¢io das fases estacionaria mais utilizada é mostrada

na Figura 2.9.
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D FEQs baseadas em Proteinas

FEQs derivadas da Ciclodextrina

FEQs de Vancomicina

FEQs de Tartadiamida (Kromasiii

FEQs Tipo-Brush (Pirkie, Wheleh)

Poliacrilamida (Chiraspher)
FEQs baseadas em Polisacarideos
0.1 0.5 1 5 10 50 100

Capacidade de Saturacao (mg/g FEQ)

Figura 2.9: Capacidade de saturacfo tipica das FEQs disponiveis comercialmente
(FRANCOTTE, 2001)

2.3.3.3 Produtividade

Na cromatografia preparativa, a produtividade pode ser afetada por
diferentes fatores tais como, capacidade de adsorgdo, eficiéncia da coluna,
seletividade, temperatura, tamanho da coluna, vazio, tempc de ciclo e
concentragdo na alimentagdo, a qual depende da solubilidade do soluto na fase
moével empregada (GOLSHAN-SHIRAZI & GUIOCHON, 1991). Alguns fatores
estdo relacionados as propriedades da fase estacionaria quiral, outros as dos

racematos, ou a operacionalidade do sistema.

Na cromatografia preparativa enantioseletiva, atencdo especial deve ser dada
a capacidade de adsorgdo da fase estacionaria, a vazio, a qual € limitada pela
resisténcia mecénica do material a pressdo e sua granulometria, e & concentragio
na alimentago, a qual € normalmente relacionada a solubilidade do soluto na fase
moével empregada (FRANCOTTE, 2001).
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2.3.4 Fase movel e retencéo

Extensivamente documentado na literatura, a fase movel afeta

consideravelmente o tempo de retengio na cromatografia.

Sob condigdes cromatograficas em fase normal, a redugdo no tempo de
retengao ¢ normalmente obtida através do aumento do teor do modificador polar.
Alcoois como metanol, etanol e isopropanol sdo os modificadores polares mais
comumente utilizados, especialmente com as fases baseadas em polissacarideos.
Entretanto, ndo € possivel prever como estas mudangas podem afetar a resoluciio e

a seletividade.

A possibilidade de gerenciar o tempo de retengio tem se tornado
especialmente importante em conex%o com a introdugio da tecnologia do Leito
Movel simulado, a qual é mais efetiva em termos de produtividade quando

pequenos tempos de ciclos s3o aplicados (FRANCOTTE, 2001).

2.3.5 Fase modvel e estercosseletividade

A fase movel, que normalmente € considerada como um componente inerte,
tem uma atuac®o importante no processo de interagdo. Ela nfio apenas influencia o

tempo de retencdo, mas pode afetar consideravelmente a seletividade.

Nas fases estacionarias baseadas em polissacarideos a fase movel possui
importancia significativa. Ha exemplos de enantidmeros que ndo s3o separados
pela mistura hexano/etanol 9/1 e sfo bem separadas na mesma fase estacionaria
com a mistura de hexano/2-propanol 9/1 (YASHIMA, 2001). Em alguns casos, o
impacto da fase movel € tdo forte que mudar sua composicdo causa uma inversdo

da ordem de eluicio.
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2.3.6 Solubilidade do soluto quiral

Outro aspecto critico relacionado & fase moével € a solubilidade do soluto
quiral {racemato) a ser separado na fase moével utilizada. De fato, a solubilidade do

soluto é, normalmente, o fator limitante em termos de produtividade.

Nas FEQs constituidas de seletores quirais quimicamente ligados a um
suporte inerte (comumente silica gel), nfo ha limitagdes quanto a escolha da fase
movel e a seletividade € que governara a escolha. Na pratica, um balango entre a
seletividade ¢ a solubilidade deve ser encontrado (FRANCOTTE, 2001).

2.3.7 Selecio da FEQ

A selegiio de uma FEQ adequada a separag@o de um determinado racemato
divide-se em duas etapas. A primeira etapa consiste em uma série de experimentos
em coluna analitica para avaliar o desempenho da FEQ selecionada quanto a
separagdo do racemato. A segunda etapa consiste em um aumento de escala do
processo de separacdo através do uso de colunas preparativas ou semi-preparativas
e posterior utiliza¢do destas colunas no LMS. A Figura 2.10 mostra uma estratégia

geral para a selecdo de uma FEQ adequada.

2.3.7.1 Fases quirais disponiveis

A Tabela 2.2 sumariza as fases estacionarias quirais mais comumente usadas
em separagles preparativas e a Figura 2.11 mostra a estrutura quimica destas
FEQs. Embora, a maioria destas fases esteja disponivel em elevadas quantidades e
possuam uma boa capacidade de adsorgdo, noventa por cento dos compostos
racémicos podem ser resolvidos utilizando-se ndo mais que quatro tipos de fases

baseadas em polissacarideos.



CAPITULO 2 REVISAQ BIBLIOGRAFICA 26

Coluna Analitica

Selecao de uma FEQ apropriada
(variagdo do soluto)

U

Aumento do fator de separacio/resolucio pela otimizacio des

parametros cromatograficos
(fase movel, temperatura, aditivos, vazio)
Y
Otimizacio da produtividade cromatogrifica
(quantidade da amostra, saturagio da coluna)

Y

Escotha das dimensdes da coluna

(Testes iniciais e ajustes das condi¢Bes cromatograficas)

U

Operaciio da separacio preparativa

Figura 2.10: Estratégia geral para uma separagio preparativa (FRANCOTTE &
JUNKER-BUCHHEIT, 1992).
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Tabela 2.2: Fases estacionarias quirais mais comumente utilizadas em separagdes

preparativas (FRANCOTTE, 2001).

Nome Cientifico

Nome Comercial

Triacetato de Celulose
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de Celulose
Tris(4-metilbenzoato) de Celulose

Tribenzoato de Celulose
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato ) de Amilose
Tris[(S)-(feniletilcarbamato ) de Amilose
Poly[(S5)-N-acriloilfeniialanina etil éster]
3,5-Dinitrobenzoilfenilglicina

Dialiltartramida di-(3,5-dimetilbenzoil)-L cruzada

Dialiltartramida di-(4-tfert.-butilbenzoil)-L cruzada

3,5-ditrobenzamida de tetrahidro-aminofenantreno

CTAI

Chiralcel OD
Chiralcel OJ
Chiralcel OB
Chiralpack AD
Chiralpack AS
Chiraspher

DNBPG

Kromasil CHI-DMB
Kromasil CHI-TTB

WHELK -0 1
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Figura 2.11:

Estrutura quimica das FEQs mais utilizadas em separagdes

preparativas disponiveis comercialmente (FRANCOTTE, 2001).
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2.3.7.2 Fases estacionarias quirais baseadas em celulose

Entre as FEQs mais utilizadas, aquelas derivadas dos polissacarideos
celulose e amilose sdo extremamente populares e tém sido usadas em separagdes
de até toneladas de racematos. Uma variedade de derivados celuldsicos, tais como

acetatos, benzoatos e fenilcarbamatos, tém sido explorados com esse propésito.
A fim de superar as limita¢Oes apresentadas pelos acetatos e benzoatos, uma

familia de FEQs baseadas em celulose e amilose derivatizadas tém sido produzidas
(Figura 2.12).

R= H3C""""’"""

Triacetato de Celulose
O
R'—< R= @— Tribenzoato de Celulose
O
\O 0 R= Mr—@— 4-metilbenzoato de Celulose
0
R 0 Ry Me
K © R= NI\{ 3, S-dimetifenilcarbamato
O )\ Me de Celulose
o R
O Me
R*—< 3, 5-dimetilfenilcarbamato
= NH

O R D ~ de Amilose

\ Mg

0
O
R 0 C Et (S)
0 R= —  (S)-feniletilcarbamato de
\< {)/)/ n H'N amilose
O
O R

Figura 2.12: Fases estacionarias quirais baseadas em celulose e amilose (JUZA et
al., 2000).

Os trisfenilcarbamatos sdo utilizados para separar misturas racémicas polares

¢ apresentam elevada sensibilidade quanto a geometria molecular do substrato
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(DAPPEN et al., 1986). Estes polimeros nio sio covalentemente ligados ao
suporte, mas adsorvidos sobre silica gel macroporosa silanizada.
Conseqlientemente, algumas precaucgles precisam ser observadas na escolha do
solvente a ser utilizado como fase movel junto as FEQs, que comumente operam

em fase normal utilizando-se hexano como solvente (JUZA et al., 2000).

2.3.8 Mecanismo de reconhecimento quiral dos

fenilcarbamatos de polissacarideos

A habilidade de reconhecimento quiral depende notadamente da natureza da
unidade monossacaridica, da posi¢ao da ligacio e do tipo de ligagdo. O mecanismo
de reconhecimento quiral das FEQs baseadas em polissacarideos tem sido
exaustivamente pesquisada utilizando-se métodos cromatograficos. Esta
abordagem fornece ume elevada quantidade de informacles, principalmente
pardmetros termodindmicos sobre a interagio entre os solutos e a FEQ que afetam
sua resolugio (PIRKLE & PORCHAPSKY, 1989).

Entretanto, a compreensao do mecanismo de reconhecimento quiral em um
nivel molecular envolve uma abordagem espectroscopica incluindo estudos de
RMN combinados a modelagem computacional (OKAMOTO & YASHIMA,
1998; YASHIMA et al., 1996).

A habilidade de reconhecimento quiral dos fenilcarbamatos de
polissacarideos € enormemente influenciada pelos substituintes da unidade fenila,
uma vez que os mesmos modificam a polaridade dos grupos carbamatos. Isto
sugere que ¢ sitio adsortivo mais importante na discriminag@o quiral nos derivados

fenilcarbamatos sdo os grupos carbamatos.

A Figuras 2.13 e 2.14 mostram a estrutura possivel da fase estacionaria
quiral 3,5 dimetilfenil carbamato de celulose obtida por calculos de mecénica
molecular baseada na estrutura proposta pela difragdo de raio-X (VOGT &
ZUGENMAYER, 1985) e seus possiveis sitios de interag#o.
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Esta fase estacionaria possui uma hélice tripla cruzada (3/2) a esquerda e os
residuos glicosidicos estdo regularmente arranjados ao longo do eixo helicoidal.
Um sulco helicotdal quiral com residuos carbamatos polares existe ao longo da
cadeia principal. Os grupos carbamatos polares estdo muito bem localizados no
seul interior e 0s grupos aromaticos hidrofébicos no exterior da cadeia polimérica
e, portanto, os enantidbmeros que vem do exterior do sulco podem efetivamente
interagir com o grupo carbamato polar via ligagio de hidrogénio com os
grupamentos NH e C=0 e interagSes dipolo-dipolo do C=0 (OKAMOTO et.al,
1986).

Além das interagBes polares, interagdes n-w entre os grupos fenilas da fase
estacionéria ¢ do grupo aromatico do soluto podem desempenhar um importante
papel no mecanismo de reconhecimento, particularmente na separagfo

cromatografica em fase reversa.

Figura 2.13: Estrutura do trisfenilcarbamato de celulose.
(a), ao longo do etxo X; (b), perpendicular ao eixo X {(OKAMOTO et al., 1988).
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Figura 2.14: Interagdo esquematica dos racematos com o residuo carbamato
{(OKAMOTO & KAIDA, 1994).

2.3.8.1 Fase movel e a fase estacionaria fenilcarbamato de celulose

Estas fases possuem uma consideravel desvantagem, pois possuem um grau
variado de solubilidade em muitos solventes orgénicos tais como: tetrahidrofurano,
dioxano, tolueno, solventes clorados, acetato de etila, etc. Esta caracteristica reduz
consideravelmente a escolha da fase mdvel, limitando, pois, a possibilidade de
aumentar a seletividade, variar o tempo de retencdo e aumentar a solubilidade do
racemato. Entretanto, foi desenvolvido um processo que torna as fases
estacionarias insoluveis (FRANCOTTE & ZHANG, 1995; FRANCOTTE, 1997).
O processo consiste, basicamente, em um tratamento térmico ou fotoquimico da
fase estacionaria baseada em polissacarideos normalmente adsorvidos (Figura
2.15).
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Figura 2.15: Processo de imobilizagdo das FEQs baseadas em polissacarideos de
acordo com FRANCOTTE & ZHANG (1995), FRANCOTTE (1997).

Atraves da aplicacdo de um destes tratamentos, a imobilizagio ocorre por
meio de ligacGes cruzadas das cadeias de polissacarideos. Dependendo do grupo
derivacional ¢ do tipo de polissacarideo, um dos tratamentos acima citados
(fotoquimico ou térmico) pode ser o mais eficiente. Entretanto, o mecanismo exato
de reagiio ndo estd totalmente elucidado. Um grande nmimero de derivados
polissacarideos tem sido preparado de acordo com estes novos tratamentos e seu
poder de resolugfio quiral tem sido investigado. A imobilizacdo permite a
utilizagdo de solventes capazes de melhorar o processo de separagio sem que haja
a dissolugdo da FEQ. A Figura 2.16 mostra as vantagens das novas fases
imobilizadas baseadas em polissacarideos (FRANCOTTE, 2001).
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Figura 2.16: Separagiic cromatografica de enantiOmeros na trs(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose adsorvida em silica gel (7pum, 4000 A) antes (--
--} e depois {(— ) da imobilizacio (coluna, 4 X 250 mm) . a) Separacdo dos
eantidmeros de um derivado imida ciclico. b) separagdo dos enantidmeros do 1-

nafitiletilamina para-nitrofenilamida (FRANCOTTE, 2001).

Observa-se que antes da imobilizagdo ambos os racematos ndo foram muito

bem separados (linha pontilhada). Apds a imobilizagio verifica-se um aumento

significativo do coeficiente de seletividade assim como uma melhor resolucdo dos

picos para os dois enantibmeros (linha continua).
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2.4 O METODO DA CROMATOGRAFIA EM
PULSO

2.4.1 Introducio

Assim como em outros processos de separagdo, nOs Processos
cromatograficos os fatores de equilibrio termodindmico, os quais governam as
interagdes entre o soluto presente na fase movel e a fase estacionaria, e os fatores
cinéticos, que contribuem para o transporte dos solutos através das fases movel e

estacionaria, sio importantes.
2.4.2 O Método da Cromatografia em Pulso

Nos processos cromatograficos utilizados para o estudo da adsorgéo, a fase
estacionaria ¢ uma superficie ativa granular solida. A escolha do adsorvente ¢

baseada no tamanho da particula, area superficial e atividade da superficie.

Os parimetros de equilibrio e cinética sdo determinados a partir das curvas
cromatograficas obtidas, utilizando-se um modelo matematico adequado qi;e
corresponda aos dados experimentais, O modelo isotérmico de escoamento
pistonado axialmente disperso € o que melhor representa o escoamento de um
fluido através de um leito empacotado na regiio de Henry. Ele possui a vantagem
de considerar os efeitos dispersivos na coluna que afetam a eficiéncia da
separagdo, incluindo a dispersdo axial e as resisténcias a transferéncia de massa.
Cada tipo de resisténcia a transferéncia de massa € expresso por uma equagio
diferencial ¢ suas correspondentes condi¢des de contormno e inicial. A constante de
equilibrio e a difusividade podem ser calculadas a partir das solugOes analiticas
destas equagdes. Ambos os pardmetros também podem ser derivados diretamente
da curva experimental obtida, através das medidas do tempo de retengdo e da

altura equivalente dos pratos teoricos (HETP).
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2.4.2.1 Principais caracteristicas de um pico cromatografico

Para uma coluna de comprimento L, porosidade do leito g, recheada com
particulas de raio R, submetida a um pulso de vazfo de adsorbato, no regime da
lei de Henry e considerando a curva de resposta como uma gaussiana, € possivel
descrevé-la através de seus momentos estatisticos. Para uma gaussiana, existem
apenas trés momentos estatisticos (0s momentos com graus superiores 30 iguais a

zero):

O momento zero (u,) expressa a area da curva cromatografica, obtida por

integragdo e € muito utilizada em anélise quantitativa.

O primeiro momento (z) contém informacgdes sobre a adsor¢io na coluna, e
¢ calculado pela distancia entre o inicio do cromatograma e o ponto maximo da
curva, ou seja, o tempo de retencio (1) (VAN DEEMTER erf a4/, 1956).

j ctds >

p=2—=lm oel @.1)
jcdt e ése,
0

O segundo momento da curva cromatografica fornece informacgdes sobre os
pardmetros de resisténcia a transferéncia de massa e é indiretamente obtida pela
largura da curva, ou varidncia, que ¢ igual ao quadrado do desvio padrio da
gaussiana (o”) (VAN DEEMTER et al., 1956).

- 2
ot~ u) dt -
a’*—g( & _im el p (2.2)
T g5 o '

J' cdlt °
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A Figura 2.17 mostra uma representagio de uma curva cromatografica € os

parametros obtidos. Onde w € a largura da banda cromatografica.
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Figura 2.17: Representacgdo de uma Curva Cromatografica (SNYDER &
KIRKLAND, 1974).

2.4.2.2 Altura equivalente de pratos tedricos

O poder de separagdo de um processo cromatografico cresce a medida que
os solutos fluem através do leito empacotado. Isto € deve-se ao maior nimero de
vezes que as moléculas interagem entre as fases movel e estacionaria. Cada etapa
na qual a molécula alcanga o equilibrio € equivalente a um “estagio de equilibrio”
ou “prato tedrico”. O fator de separagio entre dois componentes pode ser pequeno,

mas com um nimero de pratos tedricos suficientes, qualquer resolugdo desejada
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pode ser obtida. A grande vantagem de um processo cromatografico é que muitos

pratos tedricos podem estar contidos em uma coluna de comprimento moderado.

O HETP para uma coluna cromatografica pode ser calculado
aproximadamente pela equacio de VAN DEEMTER (1956):

HETP =24 4 + 4y 2.3)
Vv

Onde:
A; = }4Dm
Ar= 2R,

Ay =[2e/(1- 9K Hl/[1+ &/l - HF

Neste caso, a coluna € suficientemente longa, opera na regido de Henry sob
condi¢Bes isotérmicas e a eficiéncia da separagdo é dependente da velocidade do

fluido e da resisténcia a transferéncia de massa entre a fase fluida a fase adsorvida.

O HETP também pode ser definido como:

HETP = (L/N) (2.4)

Onde L € o comprimento da coluna e N ¢ o nimero de pratos tedricos.

E possivel calcular este parimetro a partir do 1% e 22 momento da
cromatografia (VAN DER LAAN, 1958):

(2.5)
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Para se obter um maior niimero de pratos tedricos e, portanto, um processo
de separagdo eficiente, um empacotamento uniforme é essencial. Isto requer um
procedimento especial de empacotamento a fim de eliminar variagdes na
porosidade do leito. Uma n3o uniformidade no empacotamento do leito pode levar
a um aumento no HETP. A Figura 2.18 mostra os efeitos dos varios tipos de

empacotamento no HETP.

05 M

N4

064

@

HETP (cm)
o
E-S
L

02- )

00 . , . " . . .
0 2 4 5 8

v {cmis)

Figura 2.18: Efeito do empacotamento da coluna sobre o HETP.

I - Empacotamento por simples adigdo de particulas na coluna; 2 -
Empacotamento por acréscimo + vibragdo; 3 — Empacotamento por acréscimo +

vibragdo + choques controlados (RUTHVEN, 1984).

O HETP fornece uma interpretagdo fisica simples dos efeitos da dispersdo

axial e resisténcia a transferéncia de massa sobre o desempenho da coluna.

2.4.2.3 O tempo de reten¢io

Em uma coluna cromatografica, os componentes de uma amostra migram

através do leito em velocidades diferentes e eluem separadamente em tempos
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diferentes. Uma vez que o soluto move-se apenas quando estd dissolvido na fase
movel, a distribuigdo das suas moléculas entre as fases movel e estacionaria
determina a velocidade média de migracio do mesmo. Todas as formas de
cromatografia sio, portanto, processos de separagio de migragdo diferencial onde
os componentes da amostra sdo seletivamente retidos em graus diferentes pela fase

estacionaria.

O termo ¢, pode ser medido diretamente pelo experimento e € definido como
0 tempo necessario para a amostra fluir através do leito, desde o momento em que
¢ injetada até o instante em que é detectada pelo sistema de detecgdo. O 7,

corresponde ao 12 momento da resposta cromatografica .

2.4.3 Parimetros que Afetam a Eficiéncia da Coluna

Cromatografica

2.4.3.1 Efeitos de dispersio axial

Quando um fluido escoa através de um leito empacotado ha uma tendéncia a
dispersdo através da coluna na diregdo axial da mesma. Qualquer efeito de
dispersdo axial € indesejavel, uma vez que reduz a eficiéncia da separacdo. A
minimizagdo deste efeito €, portanto, o maior objetivo do projetista,

principalmente quando o fator de separagio € pequeno (RUTHVEN, 1984).

No modelo isotérmico pistonado axialmente disperso assume-se uma
velocidade média uniforme do fluido através do leito em qualquer seg¢fio da coluna,

mas com algum gradiente de concentragdo ao longo do eixo.

Para sistemas fluidos em geral, a dispersdo axial cresce com o aumento da
difusividade molecular e 0 escoamento turbulento do fluido através da coluna. Em
sistemas liquidos, o coeficiente de dispersdo axial é diretamente proporcional a
velocidade do fluido (RUTHVEN, 1984).
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2.4.3.2 Efeitos de resisténcia a transferéncia de massa

Em uma coluna empacotada com particulas quirais, notadamente aquelas
suportadas em silica porosa, ha duas principais resisténcias a transferéncia de
massa: difusfo do adsorbato no interior das particulas e a formacio do filme

externo que circunda a particula (DUAN ef al., 1998).

Em um leito empacotado, € impossivel para as moléculas moverem-se no
interior das particulas em uma linha reta sem colidirem com a superficie das
mesmas. As moléculas seguem um caminho tortuoso no interior dos poros que
constituem a particula (RUTHVEN, 1984).

Na adsor¢io em fase liquida, o solvente circunda cada particula formando
um filme no qual ocorre a transferéncia de massa por difusdo molecular. A vazio
do solvente é quem determina a espessura do filme. Se a espessura for muito larga,
a resisténcia a transferéncia de massa devido a esta etapa se tornara dominante e

controlara a taxa geral de adsor¢do (RUTHVEN, 1984).

2.4.4 Modelagem Matematica do Leito Fixo de Adsorcio

Para analisar e interpretar os dados de um experimento cromatografico €
necessario um modelo matemético. Os parametros que caracterizam o equilibrio e
a cinética de um processo adsortivo podem ser obtidos a partir da correlagio dos

pontos experimentais com um modelo matematico adequado.

No presente trabalho, sero feitas algumas considerages:

»  Equilibrio hnear (regido de Henry);
»  Difusdo de Fick no interior dos poros;

»  Perfil de concentragdo uniforme na diregdo radial. Em virtude do pequeno
didmetro da coluna em comparagdo ao comprimento da coluna ¢ possivel fazer

esta suposicdo;
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> Processo isotérmico.

2.4.4.1 Desenvolvimento do Modelo

O modelo matematico mais simples para descrever o processo em coluna de
leito fixo, assume processo isotérmico, com escoamento pistonado e axialmente

disperso:

, -
~DL§£+va—c+§—c—+(1"£ J?—q-..—no (2.6)
0z> 0z ot g Ot

Onde: ¢ € a concentragdo do fluido ao longo da diregio z, g € a concentragio
média no interior do adsorvente, £ € a porosidade do leito de adsorgdo e D, é o

coeficiente de dispersio axial no interior da coluna.

O balango de massa no interior do adsorvente € dado por:

—Z—jimf(q,c) @7

A resposta dindmica da coluna de adsor¢io é, portanto, dada pela solugédo
simulitdnea, na forma c(z,1) e g(zt), sujeitas as condigdes de contorno impostas a

coluna.

2.4.4.2 Modelo Matematico da Adsor¢ao em Leito Fixo

0 modelo empregado (KARGER & RUTHVEN, 1992) foi o de forga motriz
linear, com a resisténcia devida a transferéncia de massa, representada em um

anico coeficiente Ky, conforme a equagdo a seguir:
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cc, 3 d
Ei“fa? =K, }"’é‘“(ce "ci)“ ps(l ""gf);g'

P

com &g /ot dado por:

oq zfaﬂq(c,-)gg
o o e, o

(2.8)

(2.9)

O equilibrio foi representado pela forma monocomponente da equagdo de

Henry:

Jauf€:) = He, (2.10)
As condig¢des iniciais e de contorno foram:
. oc,
uc, =uc,—¢ D, —* z=0, >0 2.11)
0

Onde ¢, = &1)

Cel Lo z=1 130 (2.12)

oz |,

Ce (2,0} = c.° (2) t=0 z>0 (2.13)

¢i (2,00 =¢.° (z) t=0 z>90 (Z.14)

9(z,0) = 4°(2) t=0,z=0 (2.15)
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2.4.4.3 Solucdes

A resolugio numérica dessas equagles assim como suas condigBes de
contorno ¢ inicial, para determinagdo da difusividade e da constante de adsorgéo,
ndo € possivel sem o uso de uma rotina computacional e foram revisadas por
KUCERA (1965). Uma alternativa € correlacionar 0s momentos derivados de uma
analise cromatografica com as solugbes do meodelo matematico proposto.
HAYNES E SARMA (1973) foram os primeiros a derivar uma expressfo para o
primeiro e o segundo momento de uma resposta cromatografica em termos da

dispersdo axial e dos pardmetros de transferéncia de massa.

O tempo de retengio também pode ser expresso da seguinte maneira:

p=— =+ (-2)H] (2.16)

E arelagdo entre o Primeiro e o Segundo Momento fornecera o HETP:

2 2D, 2w 1 e |
+ . 1+
U v (i-g) HK, | (1-e)H

@2.5)

2 2
L&, _R‘“ L (2.17)
HK, 3k, 156D, 15HD,

O primeiro termo do lado direito da expressdo refere-se & resisténcia a
transferéncia de massa devido a formacdo de filme externo a particula; o segundo

termo refere-se a difusdo no poro e o terceiro a difusdo no microporo.

A importancia do termo referente a formagio do filme externo a particula a
resisténcia a transferéncia de massa pode ser avaliado pelo (Bi)m escrito em

termos do numero de Sherwood:
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(B),, = sh D, (2.18)
6 £.D,

ParaSh=22e Dp £D,/7, o (Bi),assume o seu valor minimo dado por:

.
Bi) =
(Bi),, 3 (2.19)

Ep

Sob estas condi¢des o gradiente de concentragdo interno é apreciavelmente
maior que o gradiente externo. Qualquer resisténcia adicional a transferéncia de
massa decrescera sensivelmente o Dp. Desta forma a resisténcia i transferéncia de
massa no interior da particula é mais importante do que aquela associada a
formagdo de filme externo a particula na taxa de transferéncia de massa
(RUTHVEN, 1984).

Para leitos empacotados, WAKAO e FUNAZKRI (1978) sugeriram a

seguinte correlagdo que € valida em uma ampla faixa de Re:

Sh=20+11Re’ S (2.20)

Uma vez que a velocidade do fluido ¢ muito pequena, Re também ¢ muito
pequeno e o numero de S/ se aproxima de 2. Assim o termo referente a formacgio

de filme foi negligenciado no célculo do K.

A silica utilizada neste trabalho como suporte do  tris(3,5-
dimetilfenilcarbamato de celulose) é um material mesoporoso, assim o termo
referente a difusdo no microporo também foi negligenciado. Portanto, apenas o
segundo termo da equago 2.17 tem uma importancia significativa no célculo do
KL.
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2.4 A TECNOLOGIA DO LEITO MOVEL
SIMULADO (LMS)

2.5.1 Introducio

Para a separagio de enantidmeros em escala laboratorial o método

cromatografico € o mais empregado, rapido e eficiente.

Em separagBes em larga escala duas opgdes tecnolégicas sdo empregadas:
Cromatografia em batelada (FRANCOTTE, 1996B; DINGENEN & KINKEL,
1994) e a cromatografia em Leito Movel Simulado (JUZA et al., 2000).

Na ultima década, a enantioseparacdo pela tecnologia do leito movel
simulado (LMS) vem ganhando importéncia. Esta tecnologia caracteriza-se pOr
explorar o0 mesmo método cromatografico analitico (HPLC), incluindo as mesmas
fases estacionaria e moével, mas com uma produtividade maior que a da
cromatografia tradicional. Além disso, a tecnologia do LMS pode ser utilizada na

separacdo em todos os estagios do processo de desenvolvimento do medicamento.

O LMS opera sob condi¢des de saturacio, levando a um comportamento de
adsor¢do competitiva ndo-linear. Comparada a cromatografia preparativa em
batelada, a tecnologia do LMS possui muitas vantagens. No LMS, toda a fase
estaciondria € utilizada para promover a separagdo, enquanto na cromatografia em
batelada apenas uma pequena sec¢io do leito esta envolvida a cada instante; o que
permite um aumento na produtividade quanto a utilizagdo da FEQ. Além disso, o

processo ¢ continuo e o consumo de solvente ¢ reduzido consideravelmente.

Um pré-requisito essencial para o aumento de escala de uma separagio
quiral analitica é a disponibilizacio da FEQ em elevadas quantidades e baixo
custo. Além disso, outros fatores também influem no aumento de escala, tais
como: estabilidade quimica, que limitara o nimero de fases moveis compativeis e,
indiretamente, a solubilidade maxima do soluto; estabilidade mecanica, a qual €

particularmente importante em cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC),
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que utiliza pequenas particulas como recheio as quais sio impostas elevadas
perdas de carga, e o tempo de vida Gtil. Todos estes fatores devem ser
considerados na seleco de uma fase estacionaria quiral para uma separagio
especifica utilizando-se a tecnologia do LMS (JUZA et al., 2000). A maioria das
separagdes quirais reportada utilizando-se o LMS menciona o uso de fases
estacionarias baseadas em polissacarideos em virtude da sua elevada capacidade
(FRANCOTTE, 2001).

2.5.2 A Tecnologia do Leito Mo6vel Simulado

A operagio de uma unidade LMS pode ser facilmente compreendida através
do conceito de cromatografia de eluigdo continua em batelada. Considere uma
nica coluna cromatografica e dois adsorbatos que possuem afinidades diferentes
pela fase estacionaria. Caso um pulso desta mistura seja alimentado a esta coluna e
a mesma seja suficientemente longa, os dois componentes ao final da eluicéo serdo

separados.

O mesmo principio pode ser aplicado & cromatografia em contra-corrente
que se constitui no Leito Movel Verdadeiro (LMV). Neste caso, as particulas
solidas (adsorventes) fluem ao longo da coluna contracorrente a corrente fluida.
Desta forma, as espécies podem ser alimentadas pelo meio da coluna e separadas

nas suas extremidades (refinado e extrato) (Figura 2.19).
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Figura 2.19: Esquema do Leito Movel Verdadeiro (LMV) (PAIS ef al., 1997).

Entretanto, o movimento das particulas adsorventes causa problemas
resultantes do atrito e mistura das mesmas. Portanto, na pratica a movimentagdo do
leito ¢ simulada através do uso de leitos fixos adsorventes (colunas
cromatograficas) movimentando-se periodicamente as saidas e entradas da unidade

na mesma direcdo de escoamento do fluido.

O LMS constitui-se em quatro secgoes: entrada de dessorvente, alimentacgéo,
saida do extrato e saida do refinado. A movimentagio do leito é simulada através
do uso de uma valvula de troca; que em tempos determinados realiza a mudanga

das portas de entrada e saida destas sessGes na dire¢io de escoamento do fluido
(Figura 2.20).
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Figura 2.20 Esquema do Leito Movel Simulado (LMS) (JUZA et al, 2000).

2.5.2.1 Determinacio das condicies de operacio do LMS

Os sistemas de LMS sfio unidades complexas, cuja operagio requer a
escolha de alguns pardmetros, tais como: tempo de troca, vazdes das quatro secdes
€ concentragdo € composigio na alimentagio dos componentes a serem separados.
Estes parametros devem ser determinados para cada processo de separagdo a fim
de se estabelecer algumas especificagBes, tais como: pureza do produto,
produtividade € recuperag@o minima das espécies a serem separadas (CHARTON
& NICOUD, 1995; JUZA et al., 1998).

Esta complexidade pode ser atenuada de duas formas. A primeira é baseada
no uso de um modelo detalhado da unidade LMS e subseqiiente simulacGes
numéricas. O modelo matematico de um sistema LMS compreende a modelagem
das colunas para cada se¢do do LMS, acoplado a equacgBes de balango de massa
em cada no da unidade (MIGLIORINI ef af, 1999). Além disso, o tempo de troca,
t*, tem que ser implementado. A modelagem das colunas segue as mesmas
condigdes sugeridas para leitos cromatograficos, descritos no capitulo 2.4. item

2.4.4.
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O segundo método ¢ mais utilizado e consiste numa versdo simplificada do
modelo proposto para leitos cromatogrificos. E conhecida como a “modelo da
teoria de equilibrio”, no qual a dispersdo axial e o coeficiente de resisténcia a
transferéncia de massa s@o negligenciados, assumindo-se, pois, eficiéncia infinita
da coluna. Este modelo leva a “teoria do tridngulo”, onde o desempenho de
separacdo € controlado pela razio entre volume de liquido e de solido, m;, para
cada sec¢@o da unidade LMS. A Equagio 2.21 define o termo m

_uft —el

"= oL j=1...4 (2.21)

A teona do triangulo possibilita calcular as condigdes 6timas para se obter a
separagdo completa de dois adsorbatos. Estas condi¢Ges definem a regido de
separagdo (que tem a forma de um tridngulo), no qual todos os parimetros
operacionais sdo agrupados pelas vazdes nas se¢des centrais da unidade (m; e ms).
As condigbes de contorno desta regido sio fomecidas por relagdes explicitas
definidas em termo dos pardmetros isotérmicos € da composicio da alimentagio.
As trés regides vizinhas possuem regimes de separagdo diferentes, nas quais tanto
o extrato (Ex) como o refinado (Re) é puro, ou ambos os componentes se
distribuem em duas correntes de produto. O vértice do tridngulo representa a
condigdo de operagdo 6tima em termos do desempenho da separagio (JUZA et al.,
2000).

A teoria do tridngulo € conhecida como uma das ferramentas mais eficientes
para se operar o LMS. Pode ser utilizada de duas maneiras: (1) explicar resultados
experimentais (FRANCOTTE & RICHERT, 1997) e (2) estabelecer condigbes de
operagdo Otimas (PEDEFERRI ef al., 1999, BIRESSI et al, 2000). Em ambos os
casos faz-se necessario o conhecimento das isotermas de adsor¢io dos compostos
a serem separados. A Figura 2.21 mostra um diagrama geral de separagio na
unidade LMS.
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Figura 2.21: Diagrama geral de separagdo completa na unidade LMS para sistemas

diluidos. A area em cinza é a regido na qual as correntes de extrato e refinado sdo
puras (MAZZOTTI et al., 1997).

A aplicagdo da teoria do tridngulo no projeto das condigBes de operagdo e
otimizagdo de novas separagdes tem sido bem exemplificado (NAGAMATSU et
al., 1999; PEDEFERRI et al., 1999). Utilizando-se o modelo descrito no capitulo
2.4 para colunas empacotadas, que considera os efeitos da ndo idealidade
(resisténcia a transferéneia de massa e dispersio axial), os quais foram
negligenciados pela teoria do tridngulo, é possivel verificar que a regido de
completa separagio torna-se menor a medida que a eficiéncia das colunas diminui
(MIGLIORINLI ef al., 1999). Este fato ja era esperado uma vez que ambos os
fendmenos citados desfavorecem a separagdo. Entretanto, a presenga de efeitos da
ndo idealidade n#o inviabiliza a utilizagdo da teoria do tridngulo; uma vez que as
informagges obtidas com o trifingulo idealizado fornecem uma aproximagio do
comportamento real do LMS (JUZA ef al., 2000). A Figura 2.22 mostra um

diagrama geral de separagdo completa na unidade LMS sob condigdes ndo ideais.
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Figura 2.22: Diagrama geral de separacdo completa na unidade LMS sob
condigdes ndo ideais. A area em cinza € a regido na qual as correntes de extrato e

refinado sdo puras (MAZZOTTI ef al., 1997).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Este trabalho foi dividido em trés etapas:
1. Sintese da Fase Estacionaria Quiral (FEQ),

2. Cornidas Cromatograficas em leito fixo para determinagdo de par@metros
cinéticos e termodindmicos dos enantidmeros da mistura racémica, assim como as

constantes de Henry das oito colunas que compdem o sistema LMS;
3. Separagio dos enantidmeros no sistema LMS.

A primeira parte consistiu na sintese em escala de dezenas de gramas e
posterior caractenizagdo da FEQ. Foram realizadas analises quimicas e fisicas a
fim de determinar suas propriedades e assegurar seu bom desempenho na

separacio da mistura racémica.

Na segunda parte foram realizados experimentos a fim de se estudar o
comportamento termodindmico e cinético da FEQ sintetizada, Com esse proposito
foram utilizadas colunas cromatograficas analiticas de tamanhos variados
empacotadas com a tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em
silica. Também foi realizado experimento na regifio linear para a determinagio das

constantes de Henry das oito colunas que foram utilizadas na unidade LMS.

Na terceira parte do trabalho foram realizadas as corridas experimentais na
unidade LMS montada no laboratorio de Biosseparagdes da Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP, para a separacdo da mistura racémica do N-
Boc-Rolipram. Este farmaco foi sintetizado no Instituto de Quimica (IQ) da

UNICAMP e gentilmente fornecido para a realizagio deste trabalho.
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3.1 Sintese da Fase Estacionaria Quiral

O método experimental empregado seguiu 0 método de CASS et al. (1999)

acrescido de algumas modificagdes.

3.1.1 Sintese do tris(3,5-dimetilfenil carbamato) de

celulose

Piridina da marca VETEC (Brasil) anidra foi adicionada ao polissacarideo
celulose adquirido da MERCK (Alemanha), previamente seco em estufa a vacuo a
60°C por 24 horas. A proporgdo foi de 50 mL de piridina para cada grama do
solido. A mistura reacional foi aquecida a 100°C sob agitagio. Depois de 24 horas
a mistura foi resfriada 4 temperatura ambiente e adicionada ao isocianato 3,5-
dimetilfenil adquirido pela Aldrich (EUA), permanecendo a reagdo sob
aquecimento e agitagio por mais 72 horas a 100 °C. Apos o resfriamento da reagio
a temperatura ambiente, o produto foi precipitado sob agitacdo em metanol da
marca NUCLEAR (Brasil). A mistura foi mantida em agita¢io durante 1 hora e o
produto, branco, foi filtrado a vacuo em funil de placa sinterizada e lavado com
metanol até ndo mais se observar residuos de carbamatos secundarios (solugdo
limpida no interior do kitasato). O carbamato fo1 seco em sistema a vacuo por 24

horas.,

No procedimento sugerido por CASS (1999) o carbamato € seco por 24
horas em estufa a vacuo a 60°C. No entanto, verificou-se que a etapa de
aquecimento era desnecessaria uma vez que apenas 0 véacuo era suficienie para

secar o carbamato.
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3.1.2 Cobertura dos carbamatos ao suporte APS-Nucleosil

Foram colocadas 2,4g de silica APS-Nucleosil (10 pum) adquirida da
Labtrom (Brasil) em um baldo especial para deposi¢io da silica (baldo de vidro
ondulado Figura 3.1). Adicionou-se 44,4 mL de tetrahidrofurano (THF) da marca

Synt (Brasil) e a suspensio foi deixado sob refluxo por 30 min.

Figura 3.1: Baldo de vidro ondulado especial para revestimento

Apds o resfriamento desta mistura a temperatura ambiente, o carbamato (0,6
g) foi solubilizado em uma mistura contendo 6,25 mL de THF, 5 mL de
Diclorometano e 0,6 mL de N N-dimetilacetamida (Synt) ¢ adicionada ao baldo
contendo a silica APS Nucleosil. Todos os reagentes empregados nesta etapa

foram adquiridos da Synt (Brasil).

Os solventes foram evaporados lentamente em rota-vapor. O produto seco
foi peneirado cuidadosamente em uma peneira especial de orificio de 38 um, para

a uniformizagdo do tamanho das particulas.
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No procedimento sugerido por CASS (1999), a FEQ ¢ aquecida, apos a etapa
de evaporacio dos solventes em rota-vapor, por 24 horas em estufa a vacuo a
60°C. No entanto, verificou-se que a etapa de aquecimento era desnecessaria uma
vez que apenas o vacuo era suficiente para secar a FEQ e eliminar qualquer

residuo de solvente.

3.1.3 Empacotamento da coluna quiral

A fase estacionaria quiral foi suspensa em uma mistura de hexano grau
HPLC adquirido da MALINCKRODT (EUA), e isopropanol grau HPLC adquirido
da J.T. BAKER (EUA), em proporcio 50:50 v/v e agitada em sonicador por 3
minutos. A suspensio formada foi deixada em repouso por 10 minutos até a
decantagdo das particulas com tamanho superior a Sum. O sobrenadante foi
descartado e a suspensdo viscosa foi adicionada ao sistema de empacotamento. O
empacotamento em coluna de ago inoxidavel foi realizado sob press3o da ordem
de 510 atm (7500 psi), utilizando-se uma mistura de hexano e isopropanol, na

propor¢do de 80:20 v/v, como solvente.

Apds o empacotamento, a coluna foi mantida em fluxo continuo em uma
mistura de hexano e isopropanol a uma propor¢do de 90:10 v/v por 12 horas,

utilizando-se um fluxo de 0,5 mL/min.

3.2 Caracterizac¢io da FEQ

Nesta etapa do trabalho foram realizadas andlises fisicas e quimicas para
caracterizar a silica utilizada como suporte, o tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de

celulose) — DMFCC - e a FEQ.
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3.2.1 Caracterizacio da silica APS-Nucleosil

Para a caracterizagdo da silica que seria utilizada como suporte foram
realizados experimentos para a determinagio do tamanho de particula e tamanho
do poro. A determinagdo do tamanho de particula foi realizada através da técnica
de espalhamento da luz laser (light scattering) em um aparelho Mastersize S,
modelo S-MAM 5005 da Malvern. A determina¢do do tamanho de Poro foi
realizada por meio da técnica de adsorgio de N; (BET) em um equipamento
Gemini 2375.

Realizou-se micrografia da silica APS-Nucleosil em um microscopio
eletronico de varredura (MEV) da marca LEICA LEO 4401 a fim de se ter uma

idéia do formato da particula.

3.2.2 Caracterizacio do tris(3, 5 dimetilfenilcarbamato de

celulose)

O tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de celulose) foi submetido a analise no
Infravermelho em um equipamento Nicoletti 460 com o objetivo de verificar o

aparecimenito de bandas referentes aos grupos N-H, C=N, C=0.

Realizou-se andlise CHN (carbono, hidrogénio e nitrogénic) em um
equipamento analisador PE 2400 e os valores experimentais encontrados foram

comparados com os valores calculados previstos para a amostra em estudo.

3.2.3 Caracterizacio da FEQ

Foram realizadas andlises para a determinagZo da granulometria da FEQ
através da técnica de espalhamento da luz laser (light scattering) em um aparelho
Mastersize S, modelo S-MAM 3005 da Malvern.
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A analise quimica da FEQ foi realizada através de um espectrémetro £DX
(Dispersdo de Energia de Raio-X) que se constitui em um acessorio do MEV
(Microscopio Eletrénico de Varredura). O equipamento emite um feixe de elétrons
e calcula atraveés das transi¢Oes eletrdnicas ocorridas o tipo e a percentagem de

atomos presentes em uma amostra.

Micrografias da FEQ sintetizadas foram realizadas com o objetivo de

visualizar a adsor¢io do DMFCC na silica APS-Nucleosil.

Realizaram-se ainda analises 7GA e DSC em equipamento Shimadzu 50
(Japdo) a fim de se verificar a estabilidade térmica e os possiveis fendmenos

ocasionados quando da elevacio da temperatura sobre a FEQ sintetizada.

3.3 Corridas cromatograficas em fase liquida

3.3.1 Materiais e equipamentos

Neste estudo foi utilizado um cromatografo Waters, conectado a um detetor
de indice de refragdio da mesma marca, que por sua vez era acoplado a um
microcomputador que monitorava a resposta de saida da coluna cromatografica

atraveés de um software especifico para o modelo Waters.

Nos experimentos para determinacdio dos paridmetros cinéticos e
termodindmicos as colunas cromatograficas utilizadas consistiram de tubos de ago
inoxidavel de tamanhos variados (de 15 e 25 cm de comprimento e 0,45 cm de
didmetro interno), cujas paredes internas foram polidas a fim de aumentar a

eficiéncia do empacotamento.

Nos experimentos realizados para a caracteriza¢io das oito colunas que
fariam parte da unidade foram utilizados tubos de ago inoxidavel (20 cm de
comprimento e 0,78 cm didmetro interno marca PHENOMENEX) cujas paredes

foram polidas internamente.
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Em ambos os conjuntos de colunas, discos de niquel sinterizados foram
inseridos em ambas as extremidades da coluna a fim de conter as particulas do

adsorvente quiral no interior da mesma.

Alguns experimentos preliminares foram realizados para a determinagdo das
condigdes de operagfo do leito (faixa de vazio adequada ao experimento), assim
como o volume morto do sistema, necessério & anélise dos dados de equilibrio e
cinética.

Nos experimentos realizados para a determinagdo dos pardmetros
termodindmicos e cinéticos do racemato N-Boc-Rolipram, o solvente utilizado foi
uma mistura de hexano adquirido da MALINCKRODT (EUA) e isopropanol
adquirido da J.T. BAKER (EUA), na proporgdo 90:10 v/v.

Na determina¢8o do volume morto do sistema e outros pardmetros que
caracterizam o leito foi utilizado etanol adquirido da J.T. BAKER (EUA) como
solvente e o 1, 3, 5 tri-ferc-butilbenzeno (TTBB) fornecido pela Aldrich (EUA)

como adsorbato.

O 1,3,5 TTBB tem sido amplamente utilizado como adsorbato para a
determinacgio do tempo morto no interior das colunas contendo fases estacionarias
quirais derivadas de celulose ¢ amilose (CHING, 1989). Em virtude da sua nao
interacdo com a fase estacionéaria e seu pequeno tamanho este composto nio €

retido pela FEQ e foi utilizado para determinago da porosidade total da coluna.

3.3.2 A cromatografia em pulso

Uma corrida cromatografica tipica consiste na injecio, em uma coluna
cromatografica previamente saturada com a fase movel e pré-estabilizada (pressdo
e sinal do detector estaveis), de um pulso de adsorbato na fase movel a um fluxo e
temperatura preestabelecidos. A concentragio efluente é monitorada por um
sistema de aquisi¢do de dados. Para cada curva, o primeiro e o segundo momento

sdo calculados.
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O primeiro momento ¢ entdo plotado contra L/u e o HETP contra a
velocidade superficial #. Caso a faixa dos pontos adquirida esteja na regido de
Henry, ambos os graficos deverfo produzir retas. A constante de equilibrio €

encontrada de acordo com a relagdo expressa na Equagédo 2.16.

O HETP ¢ encontrado a partir da relagdo entre o quadrado do primeiro

momento e o segundo momento de acordo com a Equagdo. 2.5.

3.3.2.1 Método de anilise para uma resposta cromatografica

Para uma resposta cromatografica, o primeiro momento (i) corresponde ao
tempo de retenc¢do, que pode ser definido como o tempo que uma molécula gasta
para fluir do ponto de injegdo até o ponto de detecgdo. O segundo momento
corresponde a varidncia (G) do pico, que caracteriza a sua largura (FOGLER,

1992).

Calcula-se 1 da seguinte forma:

1. Constroi-se a curva C x t (concentragdo versus tempo);
2. Calcula-seaareasobacurvaCxt,
3. Divide-se C pelo valor da integral da curva C x t, obtendo-se a curva

E(t) (funcdo distribuicio tempo de residéncia),
4. Constrdi-se a curva E(t) x t (tempo de residéncia versus tempo)

5. i ou ty, corresponde a integral da curva tE(t) x t

No célculo do o°, procede-se da seguinte maneira:
L]

I. Constroi-se a curva tE(t) x t (tempo vezes a fungdo distribuigdo

tempo de residéncia versus tempo)

2. Calcula-se a area sob a curva tE(t) x t, obtendo-se {,, ou u (tempo de

residéncia médio)
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3. Constréi-se, entdo, a curva (t-tn) E(t) x t.

4. o’ serd obtido através da integral da curva (t-tz) E(t) x t

3.3.2.2 Correcies para o volume morto

O volume morto corresponde ao volume de liquido presente no sistema entre
o injetor e o detector, exceto a coluna, incluindo-se as linhas, o sistema de injegio
e a c€lula do detector. Corre¢bes para o volume morto podem ser muito
importantes em sistemas liquidos. E necessario conhecer o erro devido ao volume
morto para encontrar o tempo de retengdo (Lona ) € varidncia (o coluna) COITELOS

para se calcular a constante de equilibrio e a difusividade.

O tempo de retengio medido corresponde ao tempo requerido pelo adsorbato
para fluir do sistema de injecdo & célula do detector. Isto pode ser considerado
como a soma do tempo gasto pelo adsorbato fluindo através da coluna e através do
volume morto. Portanto, para um determinado fluxo, o tempo de retencdo medido

Umedido pode ser expresso da seguinte forma;

Hmedido = Hooluna + Mvolume morto (3 1)

O tempo de retengio devido ao volume morto pode ser calculado através do

volume morto, V, e a vazgo, O:

Hvolume morte = (V/ Q) (32)

E assim a Equacdo 3.1 pode ser reescrita da seguinte forma:

Hmedido = tooluna + (WQ) (3 3)
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Da mesma forma, o segundo momento pode ser determinado da seguinte

maneira;

Ozmedido = Gzcoluna + 0" volume morto (3 4)

3.3.3 Parametros determinados experimentalmente

3.3.3.1 Volume morto

Para o calculo do volume morto procede-se da seguinte forma:

L Remove-se a coluna do Sistema Experimental,

2. Conectam-se os tubos que fazem a ligagio da coluna ao HPLC um ao
outro,

3. Mede-se o 1° e o 2° momentos dos picos obtidos em diferentes
vazoes.

Estes momentos correspondem aqueles utilizados para corrigir os valores
experimentais obtido com a coluna acoplada ao HPLC. A partir do 1° momento

calcula-se o volume morto da seguinte forma:

Vvolume morta = Q iy (35)

onde, #, € o tempo de retencdo e O a vazdo.

3.3.3.2 Porosidades do leito, total e da particula

A definigdo usual de tempo de retengio zero em cromatografia € fornecida

pela Equaciio 3.6
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P (3.6)

onde # e L sdo a velocidade superficial € o comprimento da coluna
respectivamente, e €t & a porosidade total da coluna. Na determinagdo da
porosidade total injetou-se o 1,3,5 TTBB na coluna e através da Equagdo 3.6

calculou-se gy,

No calculo da porosidade do leito, a seguinte correlacdo foi utilizada neste
trabalho, sugerida por RUTHVEN (1984) e SUZUKI (1990):

g1 = 0,45 + 0.55¢ 3.7

onde ¢ ¢ a porosidade do leito.

A porosidade da particula foi calculada a partir da Equacéo 3.8:

£p = (er—¢) (3.8)

(1-£)
3.3.3.3 Coeficiente de dispersio axial

Na modelagem cromatografica, os fenémenos que contribuem para a mistura
axial s3o incluidos em um tnico coeficiente de dispersdo axial. Os dois principais
mecanismos que contribuem para a dispersdo axial sdo a difus@o molecular ¢ a
difusgo turbithonar (GUIOCHON ef g/, 1994). Em uma primeira aproximacio,
estas contribuigOes sdo aditivas, e o coeficiente de dispersdo axial Dy € dado pela

Equacgdo 3.9:

Dy = y1Dn + v2dpu (3.9)
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onde dp € 0 didmetro da particula, Dy, é a difusividade molecular e y; e y; sdo
constantes geométricas, cujos valores sdo aproximadamente 0,7 e 0,5,

respectivamente (GUIOCHON, 1994).

No modelo utilizado os efeitos de todos os mecanismos que contribuem para
a mistura axial foram incluidos em um dnico coeficiente de dispersdo axial
calculado de acordo com a Equagdo 3.9. Em fase liquida, a difusividade molecular
¢ muito pequena para contribuir de maneira significativa no coeficiente de
dispersdo axial, principalmente em numeros de Reynolds muito baixos
(RUTHVEN, 1984). Portanto, o termo que se refere a difusividade molecular pode

ser negligenciado. A Equagiio 3.9 pode ser reduzida a seguinte forma:

Dy = vy.dpu=2Au (3.10)

Combinando as Equagdes 2.5 e 3.10, obtém-se:

-2
HETP=2;L+2u(1_£J£|Vl+[lwgJH} (3.11)
& JK; | &

Onde A ¢ definido de acordo com a Equagio 3.12:

(3.12)

3.3.3.4 Determinacio dos parimetros de Gibbs-Helmhotz

Foram realizados experimentos para analisar a influéncia da temperatura
sobre o fator de seletividade (o). Mudangas de temperatura influenciam
diferenciadamente no processo de interacfio dos enantidmeros do N-Boc-Rolipram
com a FEQ sintetizada. Este fato pode ser mais bem compreendido através dos

parimetros de Gibbs-Helmhotz - Agry AH® € Agry AS® - para os racematos do N-



CAPITULO 3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 65

Boc-Rolipram. Estes parimetros podem ser calculados através do Grafico de In o

x 1/T de acordo com a Equacio 3.13:

inaz—(AS’RAH }+(AS‘RAS } (3.13)

3.4 Determinacio experimental da isoterma de

adsorcio competitiva

O meétodo empregado seguiu procedimento descrito por PAIS ef al. (1998).
Consiste em uma combinagio de medidas estaticas de adsorgio-dessorcio
confrontadas com um método dinimico de cromatografia frontal (curvas de

adsorcio-dessorgdo).

No método de adsorgio-dessorgdo, a coluna cromatografica inicialmente
equilibrada com o eluente composto pela mistura de hexano e isopropanol na
proporg¢do 90:10 v/v, foi equilibrada com solugdes de concentragBes conhecidas e
variadas da mistura racémica n-boc-Rolipram até a saturacio. A coluna em
seguida, foi completamente dessorvida com o eluente. O volume eluido resultante
da etapa de dessor¢éo fol analisado. Através do balango de massa expresso pela

Equacio 3.14 ¢é possivel calcular a concentragdo de cada componente retido na

particula, q‘i, em equilibrio com a concentragdo da alimentagdo, ¢/ . E importante

ressaltar que ¢ compreende a concentragio do adsorbato na fase adsorvida mais

aquela presente no fluido no interior dos poros.

Vicl =eVel +(1-eW.q 3.14
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onde: V¢ €é o Volume eluido; ¢ ¢ a concentragdo, no equilibrio, de cada
componente no volume eluido na etapa de dessor¢dio; £ ¢ a porosidade do leito;

V. é o volume da coluna; ¢ é a concentragio de cada componente na alimentagio

e g ¢ a concentracio total, no equilibrio, de cada componente retido no interior

das particulas.

Este procedimento fornece um ponto da isoterma de adsor¢do para cada
componente (¢, ¢') . A determinagio completa da isoterma de adsorgio requer

um conjunto de experimentos utilizando diferentes concentragbes na alimentagio.

No levantamento da isoterma 4 temperatura de 25°C foram utilizadas
misturas do racemato N-Boc-rolipram nas seguintes concentragfes: 1,2,5,8,10
mg/mL . A fase movel empregada consistiu em uma mistura de solventes: hexano
adquirido da MALINCKRODT (EUA), e isopropanol adquirido da J.T.Baker
(EUA), ambos grau HPLC, na proporgio 90:10 v/v. Foram realizados
levantamentos das curvas de adsorg@o-dessor¢do nas concentragdes de 1 e 10
mg/ml..

3.5 Corridas experimentais no sistema de Leito

Moével Simulado

A unidade LMS consiste de oito colunas de ago inox (20 cm de comprimento
e 0,78 cm didmetro interno) conectadas em série atraves de tubulagdes de ago inox

cujo didmetro interno € de 0,16 cm (1/167).

O esquema da unidade € mostrado na Figura 3.2 onde cada retdngulo
representa uma coluna e cada duas colunas seqiienciadas representam uma secgio
do leito movel simulado. Assim, de acordo com a Figura 3.2 as colunas 1 e 2
representam a sec¢do 1 da unidade, as colunas 3 e 4 a segunda sec¢éo e assim por

diante,
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Entrada de dessorvente Extrato
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Figura 3.2: Esquema da unidade LMS

A mudanga de um passo na posi¢do das correntes implica na alternidncia das
secgdes da unidade LMS. Desta forma, a secgdo 1 passa a ser definida pelas
colunas 3 e 4, a secgdo 2 pelas colunas 5 e 6 e assim por diante. A troca das
posi¢des das correntes de alimentagdo, entrada de dessorvente, extrato, refinado e
saida de dessorvente, ¢ realizada por cinco valvulas multiposi¢io. Cada uma

dessas correntes, exceto a ultima citada, é conectada a uma bomba de HPLC.

As valvulas sdo elétricas e o controle das mesmas ¢ realizado por meio de

um software proprio para a operagdo desta unidade

A quantificagdo da pureza das correntes de saida € necessaria a avaliagio do
desempenho da separagdo. A concentragdo total nas correntes de Refinado e
Extrato é determinada através de um espectrofotbmetro UV / VISIVEL, ¢ a
diferenga entre as concentragdes dos enantidmeros nas correntes de Refinado e
Extrato é determinada por um polarimetro. Ambos os medidores possuem células
de fluxo, sfo conectados em série a unidade LMS e operam em linha com a

mesma. Conhecendo-se a soma e a diferenca das concentragGes das correntes de
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Refinado e Extrato, ambas podem ser facilmente calculadas (ZENONI et al,
2000).

A Figura 3.3 mostra um esquema detathado da unidade LMS montado no
Laboratorio de Propriedades Coloidais e Reologicas da FEQ / UNICAMP,
coordenado pelo Dr César Santana, no qual se realizou este trabalho.

1-Fiuxo de entrada de dessorvente V1 - Valvelade entrada de dessorvente
2-Saida de extraio V2 - Vilvulade extrato
3-Fluxo de alimentagio V3 - Valvelade alimentagio
4-Saida de refinado V4 - Vilvulade refinado
&-Fluxo de saida de dessorvente segue V35 - Vilvalade saidack dessorvente {nfio mostrads)
paraz V3 ( Vilvulade saidade Linhas fechadas
dessorvente , nfo mostradano esquema) Caminbo do fluido no sistema

Figura 3.3 Desenho detalhado da umidade de Leito Movel Simulado
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3.5.1 Caracterizacio do leito de adsorcio

O método adotado para caracterizar o leito adsortivo das oito colunas e
determinar pardmetros, tais como porosidade e coeficiente de dispersfio axial,

seguiu o procedimento descrito na sec¢do 3.3.3.

3.5.2 Determinacio das isotermas lineares

A fim de se operar a unidade LMS com sucesso, € necessario conhecer o
fator de separacio dos enantidbmeros de interesse no adsorvente utilizado. Esta
informagio pode ser obtida a partir da medida das suas isotermas lineares e

conseqiiente determinagio das constantes de Henry.

As constantes de Henry podem ser determinadas pela medida do tempo de
retengdo sob condigSes lineares, ou seja, diluigSes infinitas. Nestas condigdes nfo
ha competi¢ido entre os solutos e o cromatograma do racemato fornecera as

mesmas informagdes do cromatograma do enantidmero puro.

Na determinagdo das constantes de Henry da 8 colunas da Unidade LMS o
solvente utilizado consistiv em uma mistura de hexano a 95% adquirido da
MALINCKRODT (EUA), e isopropanol, adquirido da J.T. BAKER (EUA), na
proporgio de 70:30 v/v. A mistura racémica injetada consistiu em uma solucdio do

N-Boc-Rolipram, a uma concentragio de 1 mg/mL a 25°C.

A relagdo entre as isotermas lineares e as condi¢Bes operacionais da unidade,
necessarias & separagdo dos enantidmeros pode ser resumida nas restrigBes dadas

pelas Equagdes 3.15 a 3.17 (JUZA et al., 2000) :

m; >HR (3.15)
Hs<m2<m3<HR (3}6)

my < Hg 3.17)
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onde Hy ¢ Hs sdo as constantes de Henry dos enantidmeros, e os pardmetros
my; $A0 as razdes entre volumes de liquido e de sélido em cada secglo j da unidade
LMS, dados pela Equagéo 3.18 (PEDEFERRI ef al., 2000) :

O 1 -Ve -V,
m; = - (3.18)
Vi-g)

onde Q™ ¢ a vazdo volumétrica de liquido na secgdo j da unidade LMS e ¢’

€ o tempo de troca das posi¢des das correntes.

As restrighes impostas pelas Equagdes 3.15-3.17 levam a construgéo de um
grafico (Figura 3.4), determinado pelas constantes de Henry, que define a regido
de completa separacio no plano m, — ms. A escolha de um ponto (mz, ms) nesta
regido leva a definicdo de um conjunto de condi¢des operacionais (vazbes nas

bombas e tempo de troca t') adequado 4 separacio enantiomérica.

25
Nenhuma
1 saida Extrato
20| pura puro
1.5 - Ex + Re
Refinado puros
m, { puro
1,04
05
0.0 i 1 N T T 1 T T T
0,0 05 1.0 1.5 20 25
m

2

Figura 3.4: Regido de separagio completa do Rolipram em MCT74 a 25°C
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3.5.3 Procedimento para se projetar as condicdes
operacionais da unidade LMS a partir das isotermas

lineares

Os pardmetros operacionais do leito foram escolhidos baseados na teoria do
tridngulo, construido a partir das isotermas lineares e nas limitacOes fisicas
impostas a unidade, tais como: perda de carga no interior das colunas, pressdo
maxima suportada pelas valvulas de troca, limite de concentragio minimo para a
detecgdo correta no polarimetro {em concentragdes abaixo de 2.5 g/L, o smal
confunde-se com ruido), e tempo de troca igual ou superior a 10 minutos a fim de

evitar o desgaste das valvulas.

Primeiro escolhe-se um ponto no interior do tridngulo ( ;; e m; ) e arbitra-se

valores para "r"n": € “7;1: que satisfagam as restrigGes descritas pelas Equagdes 3.13 -

3.15. Em seguida, escolhe-se um valor para o tempo de troca (t') ¢ para a vazio da
alimentagio (F). Os parametros Q;, Q,, Q3 e Q4 sio calculados a partir da Equagéo
3.17. A partir do balango de massa global da Unidade LMS, descrito pela Equacio
3.19 e do balango de massa para cada secgdo da unidade, descrito pelas Equagdes
3.20 - 3.23, € possivel encontrar as vazbes de Extrato (Ex), Refinado (Re),

Dessorvente de saida (Dgiq.) € Dessorvente de entrada (Dex).

D, +F =Ex+Ret+ D, (3.19)
O =D, (3.20)
Q4 = Dsm'da (321)

Ex=D,, -0, (3.22)
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Re=0,-D (3.23)

saida

O volume morto da unidade LMS foi determinado seguindo procedimento
descrito na secgdo 3.3.3.1 com algumas modificagdes. Retirou-se uma coluna do
sistema juntamente com todas as tubula¢des envolvidas (entrada e saida) e
conectaram-se estas tubulagSes ao APLC. O volume morto determinado foi
multiplicado por oito (correspondente as oito colunas) e o valor encontrado igual
1,5 mL.

A fim de se ter uma idéia da dindmica de separagiio no interior da unidade
LMS faz-se uma analise do perfil interno de cada uma das colunas durante todo
um ciclo. Preferencialmente, este procedimento é realizado, a partir do instante em
que a unidade alcangou o estado estacionario, por meio de uma valvula de coleta
acoplada a unidade na coluna 1. As fragdes coletadas sfo posteriormente

analisadas por cromatografia de alta eficiéncia.

3.5.4 Analise das correntes de saida

As correntes de saida eram monitoradas pelo sistema de detecgdo composto
pelo UV/Visivel e pelo polarimetro. Através desse sistema era possivel
acompanhar o processo de separagio de uma das correntes até o estado
estacionario ser atingido. Neste trabalho foi monitorada apenas a corrente de saida
do refinado, uma vez que era a corrente no qual saia o R-Boc-Rolipram

(enantidmero de interesse).

A analise das correntes de Extrato e Refinado para a determinagdo da pureza
¢ do excesso enantiomérico (e.e), pardmetros definidos pelas Equagdes 3.24-3.27,
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Uma coluna quiral
analitica (0,45 x 25 c¢m) empacotada com a FEQ sintetizada foi utilizada para a
analise das correntes sob as seguintes condi¢des: mistura de hexano e Isopropanol
na proporgio de 90:10 v/v como fase moével, a uma temperatura de 25°C e

absorbincia de 270 nm.
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_100.(c5)g,

(e (s

(3.24)

Ex

100.c,)s, /
Re

= 3.25
(Cadre 7 +(CB)Re 7 ( )

Por sua definig¢do, a pureza enantiomérica sé pode variar dentro da faixa de
50 a 100% , sendo que o limite inferior corresponde a mistura racémica (ca=cg,
nas Equagtes 3.24 e 3.25), e o superior corresponde ao enantidmero puro (cg = 0,
na Equacdo 3.24, e ¢, = 0, na Equacdo 3.25). Isso significa que um processo de
separagdo enantiomérico ineficiente, que sequer altere a composicio do racémico,
no final apresentara resuitados de 50% de pureza, dando a impressdo (erronea) de
que se atingiu 50% do objetivo de separagiio (SANTOS, 2004).

Por essa razio, faz-se necessario definir um outro parametro que estabelega
o real desempenho do processo de separagdo. Este parimetro, conhecido como
excesso enantiomérico (e.e), varia de 0 a 100%, limites que correspondem a
mistura racémica e ao enantidmero puro, respectivamente. Para um sistema
qualquer as Equagles 3.26 e 3.27 descrevem este pardmetro para as correntes de

extrato e refinado, respectivamente.

(cq—c3)
ee 100
Re c,q + CB) (3.26)
ce, =2=C) 109 (.27)
Cp+Cy)

onde: cas € o componente menos retido na coluna de anélise € cg € ©

componente mais retido na coluna de anélise
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3.5.5 Determinacio de outros parametros de desempenho
da unidade LMS

Outros pardmetros sdo definidos a fim de avaliar o desempenho da unidade
LMS em comparagdo com outros processos de separagdo de misturas racémicas
tais como a produtividade, a taxa de racémico e o consumo de dessorvente

descritos pelas Equacdes 3.28, 329 e 3.30, respectivamente.

1 .
axam-:emco (3 . 28)

Produtividade ,,, , e e g = (-]

Taxa

racemico

=cp I (3.29)

(Derzt + F - Dsa:da)
Fc,

Consumo de Dessorvente =

(3.30)

onde: ¢y € a concentragdo total da alimentag3o, n é o namero de colunas da

unidade LMS, V ¢ o volume da coluna e € € a porosidade do leito.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A FEQ tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em silica foi sintetizada em

escala de dezena de gramas e caracterizada quanto as suas propriedades fisicas e quimicas.

Com a FEQ sintetizada, algumas colunas analiticas de tamanhos variados foram
empacotadas. Com estas colunas, experimentos de adsor¢iio para avaliar o desempenho da
FEQ sintetizada foram realizados. Pardmetros de equilibrio e cinéticos foram determinados

quanto a separagdo do racemato N-Boc-Rolipram,

Realizaram-se ainda corridas cromatograficas continuas utilizando uma unidade de
separagdo LMS. A unidade foi acoplado um conjunto de oito colunas confeccionadas e
empacotadas com a FEQ sintetizada. As corridas cromatograficas na unidade LMS
consistiram de experimentos realizados apenas na regifo linear. Toda a dindmica de separagio
ocorrida no sistema LMS foi acompanhada e pardmetros de desempenho relacionados a

separagio do N-Boc-Rolipram foram determinados.
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4.1 Sintese e caracterizacao da fase estacionaria quiral
tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em
silica

Realizou-se uma caracterizacio prévia da silica utilizada. A analise fisica constituiu-se

na determinagdo do tamanho de particula e tamanho de poro cujos resultados sdo apresentados

na Figura 4.1:
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Figura 4.1: Distribuicdo do tamanho de particula da silica APS- Nucleosil.

A amostra utilizada apresenta duas distribuicbes de tamanho 20% possui
aproximadamente 2 um (particulas finas) e 80% aproximadamente 10 pm. Considerando-se

apenas os 80% da amostra, as particulas possuem um tamanho médio de 11,67 um.

A determinac@o do tamanho de poro foi realizada por meio da técnica de adsorgio de N,

(BET). Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3 respectivamente.
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Figura 4.2: Distribuigio do tamanho de poro da silica APS-Nucleosil.
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Figura 4.3: Isoterma de adsorgdo da silica APS-Nucleosil.
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A amostra apresenta Isoterma BET tipo II, ou seja, presenga majoritaria de mesoporos
(didmetro variando entre 25 e 120 A). A 4rea da superficie determinada foi de 202,11 m%/g e
volume de poro de aproximadamente de 0,23 cm’/g. A amostra de silica utilizada, portanto
constitui-se em uma particula pequena, de elevada area superficial indicando uma elevada

capacidade de adsorgdo.

A sintese do composto tris(3,5 — dimetilfenilcarbamato de celulose} mostrado na Figura

4.4 apresentou rendimento superior a 95 %.

0
=l
0
\ - O R=
O O"}--. Me
R n
\< 0 D—Nﬂ 3, 5-dimetilfenilcarba
A
)\ Celulose
8] Me
o R

Figura 4.4: Estrutura do derivado celulésico DMFCC (ZHANG & FRANCOTTE, 1995).

O produto foi submetido a analise CHN e os resultados siio mostrados na Tabela 4.1. Os
valores experimentais mostram-se condizentes com os valores calculados, significando um

bom grau de derivagdo.

Tabela 4.1: Valores calculados e experimentais do carbamato sintetizado obtidos por CHN

Tedricos (%) Experimentais (%)
65,66 64,67
6,18 5,83
6,96 7,24

A andlise de espectroscopia no Infravermelho € apresentada na Figura 4.5:
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Figura 4.5: Infravermetho do DMFCC sintetizado.

As bandas referentes aos grupamentos CN, CO e NH s#o indicativas da formagio do
carbamato (Figura 4.6). A auséncia de bandas de absorg¢io cormrespondente & hidroxila
evidencia um bom grau de derivagio da celulose. A presenga de grupamentos hidroxila é
indicativa da ocorréncia de reagdes paralelas (formagdo de uréia em vez do carbamato)
reduzindo assim a eficiéncia da FEQ. Este resultado esta condizente com a analise CHN que

ndo apresentou indicativos de tragos de uréia.

A segunda e Gitima etapa da sintese consistiu na adsor¢io do DMFCC formado sobra a
silica Nucleosil e penetramento do mesmo para uniformizagio das particulas. A Figura 4.6
mostra uma micrografia da fase estacionaria sintetizada. Observa-se a adsorgdo do carbamato
a silica APS-Nucleosil.
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Figura 4.6: Micrografia da tris(3,5 dimetiifenilcarbamato) de celulose suportada em silica
APS-Nucleosil

A Figura 4.7 mostra a distribui¢cio do tamanho de particula para esta fase estacionéria. A
amostra apresenta uma distribuigdo de tamanho diversificada (variando entre 10 e 39 pm). O
tamanho medio das mesmas € de aproximadamente 16 um. Ha ainda a presenga de particulas

de tamanho médio de 3 um correspondente a 10 % da amostra.
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Figura 4.7: Distribuigio do tamanho de particula para a FEQ.

O tamanho de paricula obtido implica em uma maior &rea superficial e,
conseqiientemente, em um maior namero de pratos tednicos quando do seu empacotamento
nas colunas cromatograficas aumentando a interagdo entre o adsorbato ¢ o adsorvente e

melhorando a separagdo.

No entanto, a presenga de particulas da ordem de 3 um (finos) eleva a perda de carga no
interior das colunas que se traduz em dificuldades operacionais na unidade LMS. Portanto,
fez-se necessario a separagio destas particulas de acordo com procedimento descrito na secgéo
3.1.3

A andlise quimica da fase estacionaria foi realizada utilizando-se a técnica de EDX,
cujos resultados sdo apresentados na Figura 4.8. A possivel presenga do tris(3,5

dimetilfenilcarbamato de celulose) adsorvida a silica é reforgada pelo pico correspondente ao
C.
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Figura 4.8: Analise EDX do DMFCC

As Figuras 4.9 e 4.10 mostram as analises TGA e dTGA, respectivamente, e a Figura
4.11 a analise DSC, realizadas na FEQ sintetizada. Verifica-se uma perda de agua a 100°C,
alterag@io do material polimérico entre 100-300°C e inalteragiio da silica usada como suporte
na faixa que vai de 500 a 1000°C. A presenca de picos endotérmicos na faixa 150-300°C
(Figura 4.12) sugere uma decomposigdo da amostra em estudo. Estes resultados esto de

acordo com as propriedades apresentadas pela amostra: celulose que carameliza a

temperaturas superiores a 100°C.
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Figura 4.9: Curva TGA para a FEQ.
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Fig. 4.10: Curva DTGA para a FEQ.
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Figura 4.11: Curva DSC para a FEQ.
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4.2 Corridas cromatograficas em leito fixo

Duas colunas quirais analiticas de ago inoxidavel foram confeccionadas a fim de

determinar os pardmetros termodindmicos e cinéticos.

As colunas empacotadas com a DMFCC apresentaram um bom desempenho quanto &

resolucdo e a seletividade do N-Boc-Rolipram (Figura 4.12).

I~

[F¥]

Figura 4.12: Separagdo do racemato N- Boc-Rolipram . Coluna 1 ( 0,45 x 15 cm). Fase movel:
hexano/isopropanol 90:10 v/v. Temperatura: 25°C. Vazdo: 0,7 mL/min. Faixa de medida:

270nm. Volume de injecdo: 25 ul

Objetivando-se comparar o desempenho da FEQ tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose suportada em silica com outras FEQ, algumas corridas cromatograficas foram
realizadas utilizando-se MCTA como fase estacionaria quiral e etanol puro (fase movel) para
separar os enantidmeros do racemato Rolipram. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
4.13:
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14,804

20,865

Figura 4.13: Separacio do racemato Rolipram em MCTA. Coluna 1 (0,45 x 15 ¢m). Fase
movel: Etanol 100% T - 25°C. Vazio - 0.7 mL/min. Faixa de medida: 254 nm. Volume de
injecdo: 25 pulL

Embora ambas as fases estacionarias apresentem bom desempenho na separagio do
racémico, pela analise dos cromatogramas quanto a resolugio dos picos (alargamento das
bandas cromatograficas), € possivel constatar a superioridade da FEQ tns (3,5-

dimetilfenilcarbamato) de celulose suportada em silica sobre o MCT74.

A obtengdo de algumas propriedades (porosidade do leito, coeficiente de dispersdo axial

e vazdes Otimas de separagio) foi realizada para ambas as colunas quirais analiticas.

Na determinacio da porosidade global e dispersdo axial do leito utilizou-se o inerte
1,3,5-TTBB na concentragdo de 1 mg/mL. O calculo foi realizado seguindo procedimento

descrito no capitulo 3.2.3. As Figuras 4.14 e 4.15 mostram o0s resultados obtidos.
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Figura 4.14: Porosidade global da coluna quiral analitica 1 (empacotada com a FEQ

sintetizada) — Coluna 1 ( 0,45 x 15 ¢m). Fase mével: hexano/isopropanol 90:10 v/v. T- 25°C.

12

1*Momento {min)

Parametro Valor R

e 0,56 0,9999

L4 (min)

Figura 4.15: Porosidade global da coluna quiral analitica 2 (empacotada com a FEQ

sintetizada) — Coluna 2 { 0,45 x 25 c¢m). Fase movel: hexano/isopropanol 90:10 v/v. T- 25°C.
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A porosidade do leito foi calculada utilizando-se a correlagdo descrita no item 3.3.3.2 do
capitulo 3 e o valor encontrado foi igual a 0,25 para a coluna 1 e 0,20 para a coluna 2. Os
resultados apresentados evidenciam um leito bem empacotado, implicando em colunas com

maior poder de separag@o (maior nimero de pratos tedricos).

A dispersdo axial foi calculada utilizando-se a equagdo descrita no item 3.3.3.3 do
capitulo 3.3 a partir dos valores encontrados pelas curvas HETP x velocidade intersticial
mostradas nas Figuras 4.16 e 4.17 para as colunas 1 e 2 respectivamente. Os valores
encontrados foram iguais a 0.01v na coluna 1 e 0,02v na coluna 2. Estes valores implicam em
um baixo coeficiente de Dispersdo Axial o que favorece a separagfio do adsorbato no interior
da coluna. DUAN ef al. (1998), trabalhando com uma coluna fornecida pela Daicel, cujas
dimensdes eram as mesmas da coluna quiral analitica 2, encontrou os mesmos resultados de
dispersdo axial, evidenciando, assim, um bom empacotamento da mesma. Ambos os
resultados apresentados, porosidade e dispersio axial, evidenciam o bom desempenho do

meétodo de empacotamento empregado.

0,045 -
0.040
0,035

0,030 4

0,025 4

0,020 -

HETP (cm)
n

Parametro  Valor R?

0.015 4

0010 % 0,022 0,77928

0,00%

0,800 g
0C 02 04 D& 08 18 12 14 15 18 20

v {cm/min)

Figura 4.16: Valores de dispersdo axial da coluna quiral analitica 1 {empacotada com a Feq

sintetizada). Coluna 1 ( 0,45 x 15 c¢m). Fase mével: hexano/isopropanol 90:10 v/v. T- 25°C.
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Figura 4.17: Valores de dispersdo axial da coluna quiral analitica 2 (empacotada com a FEQ

sintetizada). Coluna 2 ( 0,45 x 25 cm). Fase movel: hexano/isopropanol 90:10 v/v. T- 25°C.

Utilizando-se a coluna quiral analitica 1 (0,45 x 15 cm) foram realizados experimentos
para a determinagfo da influéncia da temperatura sobre o coeficiente de separacio (o) e

determinacdo das isotermas competitivas dos racémicos estudados.

Como mostrado na Figura 4.18 o processo de adsorg@io dos enantidmeros é exotérmico,
ou seja, um aumento na temperatura ndo favorece a separagio dos racematos. No entanto, para
sistemas em fase liquida, um aumento na temperatura normalmente favorece o processo de
separagdo dos enantidmeros na FEQ tris(3,5 DMFCC) suportada em silica (KUSTERS &
SPONDLIN,1996). Uma hipdtese para explicar este fendmeno seria a adigio do isopropanol
(agente modificador da polaridade) na concentragdo de 10% que diminuiria o tempo de

adsor¢io dos enantidmeros na FEQ sintetizada.
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Figura 4.18: Influéncia da temperatura sobre as constantes de Henry do N-Boc-Rolipram.

Coluna 1: 0,45 cm x 15 cm. Fase movel: hexano / isopropanol 90/10 v/v.

A Figura 4.19 mostra o grafico de In a x 1/T dos enantidmeros do N-Boc-Rolipram.
Verifica-se um comportamento linear do N-Boc-Rolipram indicando que ndo ha mudanga do
mecanismo de retengdo dos enantidmeros com a FEQ sintetizada como uma fun¢io da
temperatura. O valor negativo de A ry AH°, superior a 1Kcal/mol, indica que o processo de
separacdo dos enantiGmeros € entalpicamente controlado. Este fato também foi verificado por
outros autores (KUSTERS & SPONDLIN, 1996; HE et al., 2004).
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Figura 4.19: Obtencdo dos parimetros de Gibbs-Helmholtz do N-Boc-Rolipram.

Coluna 1: 0,45 cm x 15 cm. Fase moével: hexano / isopropanol 90/10 v/v.

Como mostrado nas Figuras 4.20 e 4.21 ambos os adsorbatos comportam-se de maneira
semelhante, tanto no processo de adsor¢do quanto no de dessor¢do na FEQ sintetizada. A
isoterma de adsor¢#o apresenta um comportamento semelhante a isoterma BET tipo II, ou
seja, em uma faixa de concentragdes (0- 2,5 mg/mL) a isoterma evidencia uma adsorgio
monocamada e acima desta faixa de concentragdes denota-se uma adsorcio multicamada. E
preciso salientar que as FEQs suportadas em silica apresentam dois sitios adsortivos: um sitio
seletivo, capaz de realizar o reconhecimento quiral, e um sitio ndo-seletivo (silica de suporte),
no qual ambos os enantidmeros adsorvem igualmente. Assim, um estudo mais detalhado na
regido de 0-2,5 mg/mL faz-se necessiric para compreender o processo de adsor¢Bo e

dessor¢do na FEQ sintetizada.
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Figura 4.20: Isoterma de adsor¢io competitiva do N-Boc-Rolipram.

Coluna 1: 0,45 cm x 15 cm. Fase movel: hexano / Isopropanol 90/10 v/v. T - 25°C. Cz = Cs.

=0

[ m R-hoc-Rofipram |
| _© S-boc-Rolipram |

Foieg®

a0 02 04 0.'8 G.IS 1.8 12
C,=C, (mg/mL)

Figura 4.21: Isoterma de dessor¢do competitiva do N-Boc-Rolipram.

Coluna 1: 0,45 ¢cm x 15 cm. Fase movel: hexano / isopropanol 90/10 v/v. T 25°C. Cr = Cs.

Observando-se as curvas de adsor¢do-dessor¢io realizadas para a2 mistura racémicaa l e
10 mg/ml. é possivel verificar uma maior afinidade do enantidmero § pela FEQ, uma vez que

mesmo dessorve um pouco mais lentamente que o enantidmero R (Figuras. 4.22 e 4.23). Este
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fato sugere que a cinética de adsorgdo pode ter importdncia fundamental no processo de

separacdo dos enantibmeros.
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Figura 4.22: Curva de adsor¢do-dessorgio Competitiva do N-Boc-Rolipram.
Coluna 1: 0,45 x 15 cm . Fase mével: hexano / Isopropanol 90/10 v/v. T - 25°C.
Concentragio: Img/mL
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Figura 4.23: Curva de adsor¢@o-dessor¢io competitiva do N-Boc-Rolipram.
Coluna 1: 0,45 x 15 cm. Fase movel: hexano / Isopropanol 90/10 v/v. T - 25°C.
Concentragdo: 10 mg/mlL
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A coluna quiral analitica 2, empacotada com a FEQ sintetizada, foi utilizada nos
experimentos realizados com os enantidmeros puros para a obtengio dos parimetros de
equilibrio {constantes de adsorc¢do) e cinéticos (HETP, nimero de pratos tedricos e coeficiente

de transferéncia de massa).

As Figuras 4.24 e 4.25 mostram os graficos obtidos a partir do 1* momento x L/u e do

HETP x u, respectivamente, para o K-Boc-Rolipram a 25°C.
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Figura 4.24: Curva do 1°momento x L/u do R-Boc-Rolipram. Coluna 2: 0,45 x 25 cm.
Fase movel: hexano / Isopropanol 90/10 v/v. T- 25°C. Concentragio: 0,2 mg/mL.
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Figura 4.25: Curva do HETP x u do R-Boc-Rolipram. Coluna 2: 0,45 x 25 cm. Fase
moével: hexano / Isopropanol 90/10 v/v. T- 25°C. Concentragio: 0,2 mg/mL.

As Figuras 4.26 e 4.27 mostram os graficos obtidos a partir do 1° momento x L/u e do
HETP x u respectivamente para o S-Boc-Rolipram a 25°C.
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Figura 4.26: Curva do 1°momento x L/u do S-Boc-Rolipram. Coluna 2: 0,45 x 25 cm.
fase movel: hexano fisopropanol 90/10 v/v. T- 25°C. Concentragio: 0,2 mg/mL,
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Figura 4.27: Curva do HETP x u do S-Boc-Rolipram. Coluna 2: 0,45 x 25 cm. Fase
movel: hexano /isopropanol 90/10 v/v. T- 25°C. Concentragio: 0,2 mg/mL

As constantes de equilibrio para o R e 0 .5 — Boc Rolipram foram encontradas de acordo
com a relag@o expressa na Equagdo 2.16, a partir do coeficiente angular obtido das Figuras

4.24 e 4.26, respectivamente.

O HETP para cada um dos enantidmeros (R e .S) foi encontrado a partir da relagio entre
o quadrado do primeiro momento e o segundo momento. A partir do coeficiente angular
obtido pelo grafico do HETP x u (Figs 4.25 e 4.27), é possivel calcular, de acordo com a

Equagio 2.5, os demais pardmetros cinéticos. Os resultados sio mostrados na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5: Pardmetros cinéticos e de equilibrio dos enantidmeros do N-Boc-Rolipram

Namero Dispersido Constante de Coeficiente | Difusividade
De Pratos Axial Equilibrio de D (ems?)
Transferéncia
.- Dy H
Tedricos
eon de Massa
() (adimensional) | (adimensional)
K (s
R-boc- 1134 0,02 v 4,21 1,14 5,68 x 107
Rolipram
S-boc- 903 0,02v 5,50 0,79 516x 10
Rolipram

Embora o R-Boc-Rolipram apresente uma constante de equilibrio menor que o S-Boc-
Rolipram, indicando uma menor afinidade com a fase estacionaria quiral sintetizada; mostra
uma difusividade, calculada a partir do K, maior quando comparado ao S-Boc-Rolipram. Este
fato influencia diretamente no nimero de pratos tedricos necessarios a separagdo dos
enantidmeros presente na mistura racémica, ou seja, o R-Boc-Rolipram se difunde muito mais
rapidamente entre os poros da fase estaciondria o que faz com que interaja com a FEQ

sintetizada um maior nimero de vezes.

Uma hipétese sugerida, para explicar este fenbmeno, € de que o arranjo espacial do k-
Boc-Rolipram favoreceria a difusfo no interior dos poros do adsorvente ao mesmo tempo em
que desfavoreceria a sua adsor¢do na FEQ sintetizada. A mesma hipotese também seria vélida
para 0 S-Boc-Rolipram, ou seja, seu arranjo espacial desfavoreceria sua difusdo no interior dos

poros do adsorvente, mas tornaria favoravel a sua adsorgio na FEQ sintetizada.

Baseado nesta hipotese espera-se que o R-boc-Rolipram seja mais bem separado nesta

FEQ do que o S-Boc-Rolipram.
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4.3 Corridas cromatograficas no sistema de Leito Moével

Simulado

A unidade LMS montada na Faculdade de Engenharia Quimica (FEQ) da UNICAMP
consiste de um conjunto de oito colunas de adsorgdo (0,78 x 20 cm) empacotadas com a FEQ
sintetizada,  Foram realizados experimentos para caracterizd-las — determinacdo das
porosidades total e do leito ~ assim como para obteng@o das constantes lineares (constantes de

Henry). A Tabela 4.3 mostra os valores obtidos.

Tabela 4.3: Constantes de Henry, fator de separa¢io e porosidades global e do leito para as

colunas da unidade LMS.
Coluna er g H, H, o
1 0,53 0,42 2,34 2,94 1,26
2 0,52 0,33 2,38 3,01 1,26
3 0,53 0,44 2,48 3,14 1,27
4 0,53 0,46 2,46 3,11 1,27
5 0,54 0,38 2,52 3,19 1,26
6 0,54 0,33 2,52 3,18 1,27
7 0,54 0,33 2,46 3,10 1,26
8 0,53 0,31 2,21 2,72 1,23
Média 0,53 0,37 2,42 3,05 1,26

Colunas: 0,78 x 20 cm. Fase mével: hexano / Isopropanol 70/30 v/v. Faixa de medida:
270 nm. Vazdo: 1 mL/min. T- 25°C
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Verifica-se uma boa homogeneidade das colunas empacotadas, tanto nos valores de
porosidade, indicando um empacotamento similar para todas as oito colunas; como nas

constantes de Henry obtidas, indicando uma fase estacionaria quiral homogénea e

enantiosseletiva.

Os valores de o obtidos confirmam o bom desempenho do conjunto de colunas e estdo
na faixa necessaria (1,3 ~ 2,0) para promover uma boa separagio através do processo
cromatografico continuo de Leito Movel simulado (LMS) segundo SCHULTE & STRUBE,
(2001).

A fim de que a unidade possa operar de maneira uniforme e sem problemas mecénicos é
essencial que as colunas tenham pequenas perdas de carga e que estas sejam semelhantes.
Com este objetivo procurou-se remover as particulas finas (didmetro menor que 3 pum), de
acordo com o procedimento descrito na secgo 3.1.3. O resultado é mostrado na Figura 4.28. E

possivel observar que as colunas apresentaram uniformidade e baixa perda de carga.
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Figura 4.28: Perda de carga das oito colunas de adsorgfio. Colunas: 0,78 x 20 cm. Fase

mével: hexano / Isopropanol 70/30 v/v. T- 25°C
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A partir dos valores das constantes de Henry obtidas construiu-se um tridngulo de
separagdo, de acordo com o procedimento descrito na secgo 3.4.2, para cada coluna que
integraria a unidade LMS. A Figura 4.29 mostra um diagrama dos triingulos de separacio

obtidos.
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Figura 4.29: Tridngulos de separagio para cada coluna da unidade LMS.
Colunas: 0,78 x 20 cm. Fase movel: hexano / Isopropanol 70/30 v/v. Faixa de Medida: 270
nm. T-25°C.

A area comum a todos os tridangulos constituiu-se no tridngulo de separagio utilizado
neste trabalho. A Fig. 4.30 mostra em detalhes o tridngulo e os pontos (quadrados) que
promoveram uma melhor separagdo da mistura racémica do N-Boc-Rolipram na FEQ tris(3,5
dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em silica (3,5 DMFCC). O ponto indicado pela
letra “A” constitui-se no ponto otimo; ou seja, aquele no qual € alcangado o methor

desempenho da unidade LMS para a separagio da mistura racémica.
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Figura 4.30: Tridngulo de separagdo do N-Boc-Rolipram na tris(3,5 DMFCC) suportada em
silica a 25°C.

A Tabela 4.4 apresenta as condig¢des de operagdo de uma corrida {condigdo 1) realizada

para um tempo de troca (t*) de 20 minutos e concentragio da alimentagdo Co =25 g/L .

Tabela 4.4 — Condi¢es de operagio no LMS sob a Condigdo 1 t* = 20 min.

Parametros de operago Vazdes em cada secgdo Vazdes de operagio
(mL/min) (mL/min)
m1 m; m3 m4 Ql Q2 Q3 Q4 Deni D sai F Ex Re
3,25 12,56 2,64 1 1,40 { 1,06 | 0,82 (0,92 | 0,64 | 1,06 | 0,64 | 0,10 | 024 | 0,28

O tempo de duragio desta corrida correspondeu a seis ciclos, periodo no qual o sistema

chegou ao estado estacionario. Este fato foi constatado pelo sinal do sistema de aquisi¢do de

dados do sistema LMS, formados pelo UV/visivel e pelo polarimetro, como mostram as

Figuras 4.31 e 4.32, respectivamente.
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Figura 4.31: Sinal do UV/Visivel para o experimento na condigéo 1.
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Figura 4.32: Sinal do polarimetro para o experimento na condicéo 1.

O bom controle das vazdes, crucial para se operar o leito com sucesso € promover uma
boa separagdo, foi evidenciado pela baixa contaminagio da corrente de dessorvente de saida
(Dsai) mostrado na Figura 4.33 cuja concentragio € correspondente as impurezas presentes na

amostra {absorbéncia da ordem de 0,0002 ).
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Figura 4.33: Cromatograma da corrente de dessorvente de saida na condigdo 1

A Tabela 4.5 mostra os valores de pureza e excesso enantiomérico para as correntes de
extrato e refinado em cada ciclo, até o estado estacionario (ciclo 6). Com os valores
encontrados para a corrente de refinado, € possivel tentar uma proxima etapa de separagdio: a

cristalizacdo. No entanto, a corrente de extrato precisaria de uma nova etapa de purificagio no

proprio sistema LMS.
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Tabela 4.5: Analise da pureza e do excesso enantiomérico das correntes de extrato e refinado

Ciclos Analise do Refinado Analise do Extrato
Pureza (%) Excesso Pureza (%) Excesso
enantiomérico enantiomérico
e.e (%) e.e (%)

1 51,26 2,52 - -
2 - - 58,72 17,44
3 - - 76,87 53,74
4 70,45 40,90 77,30 54,60
5 89,91 79,82 76,77 53,54
6 91,43 82,86 75,75 51,50

Embora os resultados apresentados nos experimentos realizados com os enantidmeros na
coluna quiral analitica 2 sugerissem um melhor desempenho da FEQ sintetizada quanto a
separacdo do R-Boc-Rolipram; esperava-se que ambas as correntes de saida apresentassem um
bom grau de e.e (valores acima de 80%) baseando-se na teoria do tridngulo. Uma hipotese
sugerida seria a forte influéncia dos pardmetros de transferéncia de massa no processo de
adsor¢do do S-Boc-Rolipram, o que afetaria a eficiéncia das colunas de adsor¢do. Uma analise
mais detalhada da dinfmica de separagio na unidade LMS foi acompanhada através da

realizagdo do seu perfil interno coletado no ciclo 6 e mostrado nas Figuras 4.34 - 4.36.
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Analisando-se o perfil interno a 25% (Figura 4.34), verifica-se que a corrente de extrato
estd sensivelmente contaminada enquanto a corrente de refinado encontra-se completamente
pura. A medida que a separagdo evolui ha uma melhora do grau de pureza na corrente de
extrato enquanto a corrente de refinado permanece pura (Figura 4.35). A 75 % do periodo
(Figura 4.37) percebe-se uma leve contaminagio da corrente de refinado pelo enantidmero S e
uma contaminagio razoavel da corrente de extrato pelo enantidmero R. Percebe-se que a FEQ

sintetizada € muito mais eficiente na separagdo do enantidmero R-Boc-Rolipram do que o
enantidmero S-Boc-Rolipram.

Alguns pardmetros de desempenho para a unidade foram calculados de acordo com
procedimento descrito na secgdio 3.4.5. Foram encontrados os seguintes valores: 7,2 L de
dessorventes consumidos/ g de racémico, 0,25 g de racémico alimentado / dia e uma
produtividade por volume de FEQ de 7,48 g de racémico/dia L de FEQ. Estes valores mostram

um sistema robusto, formado por uma FEQ de elevada capacidade, quando comparado com o
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desempenho do MCTA: a uma taxa de alimentacdo de racémico de 0,25g/dia gera uma
produtividade de 3,27 g de racémico/dia L de FEQ (dados extrapolados de SANTOS, 2004).

A Tabela 4.6 apresenta as condigOes de operacio da corrida sob a condi¢@o 2 realizada

para um tempo de troca (t*) de 20 minutos e concentrago da alimentagio C, =25 g/l .

Tabela 4.6: Condigdes de operagio no LMS sob a condigdo 2 t * 20 min.

Vazdes em cada secgio Vazdes de operagio

(mL/min) (mL/min)

D D sai F Ex RG

ent

Pardmetros de operagido

mo|m my | m | Q|G| OO

m, m, my

325 1 2,56 1264 | 1,30 11,06 10,84 1094 0,62 | 1,06 | 0,64 | 0,10 | 0,24 0,30

b >

Esta corrida correspondeu a sete ciclos, periodo no qual o sistema chegou ao estado

estacionario. As Figuras 4.37 e 4.38, respectivamente, mostram os sinais correspondentes ao

UV/Visivel e ao polarimetro.

_‘ Yoits

b (minutos)

Figura 4.37: Sinal do UV/Visivel para o experimento na condigéo 2.
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Figura 4.38: Sinal do polarimetro para o experimento na condigéo 2.

A baixa contaminagdo da corrente de dessorvente de saida (D..;) mostrado na Figura.

4.39 demonstra que a unidade foi operada com sucesso {absorbancia da ordem de 0,0002 ).

¢.0002 !
L R-boc-Rolipram
! / S-boc-Rolipram
z 5 /
% |
5 i
2
2z I \
) f
0,0000 ¥

t (min)

Figura 4.39; Cromatograma da corrente de dessorvente de saida na condiggo 2.
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A Tabela 4.7 mostra os valores de pureza e excesso enantiomérico para as correntes de
extrato e refinado em cada ciclo até o estado estacionario (ciclo 7). Embora haja uma pequena
melhora no enriquecimento da corrente de extrato, uma nova etapa de purificagdo seria

necessaria. A corrente de refinado mostrou-se sensivelmente contaminada.

Tabela 4.7: Analise da pureza e do excesso enantiomérico das correntes de extrato e refinado.

Ciclos Analise do Refinado Analise do Extrato
Pureza (%) Excesso Pureza (%) Excesso
enantiomérico enantiomeérico
e.e (%) ' e.e (%)
1 56,51 13,02 51 2
2 - - - ,
3 57,39 14,78 52,34 -
4 59,60 19,20 62,81 25.62
5 62,04 24,08 63,97 27.94
6 63,61 27,22 70,42 40,84
7 70,24 40,48 79,38 58,76

Este fato ndo era esperado, uma vez que ¢ ponto escolhido caminha na direcio de
enriquecimento da corrente de refinado (MAZZOTTI ef al., 1997). Uma explicacdo para este
fato seria a elevada concentragdo da alimentagio (2,5 g/L), o que levaria a uma corrida
realizada sob condigbes ndo-lineares. Nesta situagdo, o ponto escolhido caminharia na diregdo
de enriquecimento da corrente de extrato (MAZZOTTI et al., 1997). Este fato pode ser mais

bem visualizado através da analise do perfil interno (Figuras 4.40 — 4 .42).
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Figura 4.42: Perfil interno a 75% do periodo.

Analisando-se o perfil interno a 25 % do periodo, verifica-se que ambas as correntes
(extrato e refinado) encontram-se contaminadas. A 50% do periodo hd uma melhora sensivel
da pureza da corrente de refinado enquanto a cormrente de extrato permanece bastante
contaminada. A 75% do periodo a corrente de refinado apresenta uma forte contaminagio pelo

enantidmero S enquanto a corrente de extrato mostra-se razoavelmente pura.

Embora a corrida sob a condigio 1 também tenha se realizado a uma concentragio da
alimentacfo de 2,5 g/L, segundo MAZZOTTI ef al.(1997) o ponto escolhido (préximo a linha
na qual m; = m3) estd em uma regifo de diluigdo mnfinita, ou seja uma regido na qual a
dindmica da separacdo ocorrerd sempre sob condigBes lineares. Desta forma, a corrida
realizada sob a condigdo 1 correspondeu a uma situag&o na qual a concentragio da corrente de

alimentacdo seria baixa.
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Pardmetros de desempenho para a unidade sob a condig¢@o 2 foram calculados de acordo
com procedimento descrito na secg¢do 3.4.5. Foram consumidos 2,6 L de dessorvente / g de
racémico a uma taxa de alimentagdo de 0,25 g de racémico / dia e produtividade de 7,48 g de
racémico / dia. L de FEQ. Destaca-se nestes valores o baixo consumo de dessorvente
resultante da localizagdo do ponto escolhido, ou seja, quanto mais préximo do vértice A do

tridngulo (Figura 4.30), menor o consumo de dessorvente (MAZZOTTI et al., 1997).

Uma vez que os valores de produtividade e taxa de alimentagfio ndo foram alterados e o
consumo de dessorvente apresentou uma elevada diminuigio, a corrida realizada sob a
condicBio 2 seria satisfatoria desde que apresentasse valores de e.e superiores a 80% para
ambas as correntes de saida (extrato e refinado). Faz-se necessario, portanto, determinar o
tridngulo de separa¢do do N-Boc-Rolipram sob condigbes ndo-lineares objetivando-se um
melhor desempenho da unidade LMS sem prejuizo da purficagdo das correntes de saida

(extrato e refinado).
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CONCLUSOES

Os enantidbmeros do N-Boc-Rolipram foram parcialmente separados na FEQ
tris(3,5 dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em silica através do sistema
LMS. O valor de excesso enantiomérico apresentado pelo R-Boc-Rolipram na
corrida sob a condigdo 1, que atingiu o valor de 82,86 e.e, foi satisfatorio e €
possivel realizar uma cristaliza¢3o a fim de se obter um enantibmero com valor de
excesso enantiomérico da ordem de 97%. O enantidmero S-Boc-Rolipram, retirado
na corrente de extrato, necessita ainda de uma nova etapa de purificaciio na
unidade LMS.

O tris(3,5 dimetilfenilcarbamato) de celulose sintetizado na ordem de dezena
de gramas apresentou um bom grau de derivagio; indicado pelas presenca de
bandas caracteristicas do seletor quiral (carbamato de celulose). Seu bom
desempenho foi constatado pelo bom grau de resolugdo dos compostos testados

nas colunas analiticas empacotadas com esta FEQ.

Os parametros de equilibrio e cinéticos encontrados para os enantidmeros do
N-Boc-Rolipram evidenciam uma dindmica de adsor¢@o que favorece a separagio
do R-Boc-Rolipram. Embora ambos o0s enantiOmeros tenham afinidade
diferenciada pela FEQ sintetizada, o processo de difusdo dos enantidmeros atraves
dos poros da tris(3,5-dimetilfenilcarbamato de celulose) suportada em silica ¢é

determinante para a dindmica de transferéncia de massa.

As isotermas competitivas foram determinadas e os resultados obtidos
mostram que ambos os enantidmeros adsorvem de maneira similar na FEQ

sintetizada.

As corridas experimentais realizadas na Unidade LMS mostraram o bom
desempenho da FEQ sintetizada assim como a eficiéncia da unidade quanto a
separagio dos racematos. O controle das vazbes, essencial para promover a
separagdo na unidade LMS, foi bem realizado evidenciado pela baixa

contaminag¢io da corrente de dessorvente de saida. Este resultado ¢ indicativo da
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boa operacionalidade da unidade LMS montado na Faculdade de Engenharia

Quimica da UNICAMP assim como da homogeneidade das colunas empacotadas

com a FEQ) sintetizada.

Portanto, baseado nos resultados preliminares obtidos ha boas perspectivas
de produgdo de colunas cromatograficas quirais preparativas para a implantag@o no

sistema LMS e posterior separagio em escala semi-industrial do farmaco estudado.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Para um melhor desempenho da unidade LMS ¢ necessario a determinacio
do tridngulo de separagdo sob condighes ndo-lineares para a mistura racémica N-
Boc-Rolipram, assim como os efeitos de resisténcia a transferéncia de massa no

interior das colunas de adsorgio precisam ser considerados.

Simulagdes computacionais da unidade LMS sob condigbes nfo-ideais
precisam ser implementadas assim como das colunas de adsor¢io para uma

otimiza¢do do processo de separacgio.

Estudos detalhados precisam ser realizados a fim de se compreender o
mecanismo de adsor¢io e dessor¢io na FEQ sintetizada. Principalmente na faixa

de concentragdo da alimentacgdo que vai de 1-5 mg/mL de racémico.
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