UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

AREA DE CONCENTRACAO: DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

RESOLUGAO DE MISTURAS RACEMICAS POR ACOPLAMENTO DE
CRISTALIZACAO A CROMATOGRAFIA EM LEITO MOVEL
SIMULADO:

ESTUDOS FUNDAMENTAIS PARA A PRODUGAO DE S-CETAMINA

Enga. Gedrgia de Oliveira Figueiredo Barros

Mestranda

Prof. Dr. Everson Alves Miranda
Orientador

Dissertacao de Mestrado apresentada a Facuidade de Engenharia Quimica da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos para a obtencgéo do titulo
de Mestre em Engenharia Quimica

Campinas, Abril de 2005 g%%{}g‘? £



Gy

PRECD

o[

o iy
pata Lzio&lD 2

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

B278r

Barros, Gedrgia de Oliveira Figueiredo

Resolucio de misturas racémicas por acoplamento de
cristalizac3o a cromatografia em leito mével simulado:
estudos fundamentais para a producio de S-cetamina /
Gedrgia de Oliveira Figueiredo Barros.--Campinas, SP:
[s.n.], 2005.

Orientador: Everson Alves Miranda
Dissertagido (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenhana Quimica.

1. Cristalizag3o. 2. Enantiémeros. 3. Solubilidade. 4.
Cetamina. 5. Enantidmeros — Separagdo. 6. Diagramas de
fase. I Miranda, Everson Alves. II. Universidade Estadual
de Campinas. Faculdade de Engenharia Quimica. IIL Titulo.

Titulo em Inglés: Resolution of racemic mixtures coupling crystallization and
simulated moving bed chromatography: fundamental studies for S-

Palavras-chave em Inglés: Crystallization, Enantiomers, Solubility, Ketamine,

ketamine production.

Separation Enantiomers e Phase diagrams

Area de concentraggio: Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos
Titulacdo: Mestre em Engenharia Quimica

Banca examinadora: Cesar Costapinto Santana ¢ Rosana Emi Tamagawa
Data da defesa: 25/04/2005




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Engenharia Quimica

Area de Concentracéo: Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos

Resolucao de Misturas Racémicas por Acoplamento de
Cristalizagdo a Cromatografia em Leito Mével Simulado:
Estudos Fundamentais para a Producgao de S-Cetamina

Dissertacdo de Mestrado defendida por Georgia de Oliveira Figueiredo
Barros e aprovada em 25 de abril de 2005 pela banca examinadora
constituida pelos doutores:

M\

Prof. Dr. Everson Alves Miranda - Orientador

e St

Prof. Dr. Cesar Costapinto $antana (titular)

%\,«1@_ é Ao (\. zm Ad it tiln

Dr2. Rosana Emi Tamadawa (titular)




Este exemplar corresponde a versao final da Dissertagc@o de Mestrado em
Engenharia Quimica defendida por Georgia de Oliveira Figueiredo Barros em 25
de abril de 2005.

w\

Prof. Dr. Everson Alves Miranda

Orientador



A minha familia, por tudo que sou.



AGRADECIMENTOS

A Deus.

Ao Prof. Everson, pela presenca constante, pela confianga, incentive e amizade, e
pelas possibilidades de crescimento profissional.

A FAPESP pelo apoio financeiro.

Ac Prof. Dr. Cesar Santana pela oportunidade de desenvolvimento deste projeto,
por ceder o espectrofotdmetro de infravermelho e a coluna cromatogréfica, e pela
participac&o na qualificacao.

A Prof. Dra. Marisa Beppu pelas valiosas sugestées na qualificaco.

A Cristalia Produtos Farmacéuticos, pelo fornecimento dos enantiémeros puros e
da mistura racémica da cetamina.

Ao André pelas difragcbes de raios-X. Aos alunos do Laboraiério de
Biossepara¢des Marco Garcia, Vinicius, e especiaimente Ivaniido, pela
cooperacdo e por compartilharem os conhecimentos de cromatografia. A Rosana,
ao Sérgio e a Ana pelas ajudas nas analises de infravermelho, na conversdo do

cloridrato e nas fotos dos cristais.

Aos colegas de laboratério Ana Paula, Cibele, Cristiane, Erika, Fabi, Goran, Igor,
Isa, Ivanildo, Luciana, Mariana, Marina, Moysés, Paula, Rosana e Tashima pela
convivéncia € boa vontade em todos os momentos. Aqueles que foram mais que
colegas, obrigada pela companhia e amizade, pelas filosofias e alegrias, que
tornaram leves as dificuldades.

Aos amigos Alex, Alvaro, Kathleen, Fernanda, Lauro, Lourdes, Lucy, Mério, Sérgio
e Verdnica, pelos momentos de descanso, pela diversdo e por preencherem
minha vida em Campinas.

Aos meus pais e irméaos pelo suporte incondicional.
Aos demais professores e funcionarios da FEQ.

E a todos que, independentemente do trabalho, fizeram parte da minha vida neste

periodo.



“Sempre faco o que penso ndo conseguir,
para aprender o que ndo sei.”

Pablo Picasso



SUMARIO

RESUMO ...t rse it i r e e ne s sk s e e s ek b hrr e RS ade s e e R AR AU d SRR ARESEERS S AR AR AR R R RS ES i
AB S TRACT ..t ttniiirensatn e s snssassa brsEr s s i b s s R RER RS H SRR LR RRRSRRSARLLABES AT SRR SR RS SRS SRRRRRSS i
LISTA DE FIGURAS ... mnrcsmmsmnrne e nm s ssssanansntrmmmm ettt sansan ks sssasnss fii
LISTA DE TABELAS ... eresncsssisasassssssssensessssnassasansasasmnssssssaniessnsansas v
NOMENCLATURAL ... ciciinemssrasscanseanssassseasesassasssssansarassassnsnsansmmsssnsemssnrsnssssanssanes vi
Letras latings..........coooiiii e et eee et ereaeeaaannnnnanans vi
SigIas @ @breVIA0OES ..o oot e e Vi
CAPITULO 01: INTRODUGAOD ...ueeenecmrmrnercrecmersrsesssessssmssrsssssacesesassssssssssssssnsasses 1
B TR =t o T o T T PO U UUU PRSPPI 1
1.2. Relevancia da producao de iSOMEros PUrOS .........cccovvvirrieeeeceeoneeeeeeeeneens 2
1.3. Metodologias de resolucao de misturas racémicas........cooeeeeeeveiiieieenn, 4
1.3.1. Leito mével simulado (LMS) ... 4
1.3.2. Cristalizagao ..o e v 5

T4, COlBIMINA . .. e ettt e ittt e taaeaanaaateanaenaees 7
1.5, Colocagdo do Problema ...t 8
18, O BtV o o e et a s 9
1.7, Etapas dotrabalno ... 10
CAPITULO 02: REVISAO DE LITERATURA. ...t esecseecssss s steesensassseans 12
2.1. Métodos de resolucgo de misturas racdmicCas .......cocovvveeeiicieceeieeeiieieeeee 12
2.1.1. Cristalizag&o por formac&o de diasteredmeros ...........cccceeieieceieiiimneececene, 12
2.1.2. Cristalizacdo de misturas racémicas parcialmente resolvidas....................... 13

2.2. Caracterizacdo dotipode cristal formado..............oooooiiiiiiiii 17
2.3. Diagramas de solubllidade ... 20

2.4. Acoplamento de cristalizagdo a cromatografia em leito moével
SIMUIBAO. ..o et e e e e e e e e e e es e e e nanbebeenen 23
2.5. Soiubilidade e forga motriz para cristalizac80 ..o 24



CAPITULO 03: MATERIAL E METODOS.....-coceeerrreeaemsasesreseesrmesesmsmstessessmsssnsesns 27

3.1. Cetamina e demais reagentes ..............ccceeveennee, e ettt aereaeeaaaas 27
3.1.1. Recuperacio dOS iSOMEBIOS..............oiiiii ittt e e aeaees 27
3.1.2. Transformacdo dos isdmeros da forma de cloridrato para & forma
DaSE. .. e ereeereraeeeseeiareaertueeaereasanntenrabnnrannes 28

3.2, DIfraClo de ralosS-X ..o oo 29

3.3. Espectroscopia de infravermelno ... ....ccocooiiiieee e, 29

3.4. Determinacao de solubilidade ..............cccoooiiiiiiiii 30

3.5. Cinédticade solubilidade ... 30

3.6. Cinéticade cristalizaC80..............oooii 31

3.7. Determinacio do ponto eUIEHICO .........ccvveeeiiee e 31

3.8. Determinacgéo do diagrama de fases.........cccccovevvevveie e, 32

3.9. Ensaios de cristalizacGoembatelada ... 32

3.10. Analises quantitativas e qualitativas por CLAE ... 33

CAPITULO 04: RESULTADOS E DISCUSSAOD ......coeesccmrmrerreniresssanseresnsssrasens 35

4.1. Caracteriza¢do do tipo de cristal formado..........c.ccoovoiiii s 35
4.1.1. Espectroscopia de infravermelho ..................... et raeeeeeeneeeneeannrterate e neae e 36
4.1.2. DIfracBo de raios-X ......cooiiiiiiiiie e e e e n e 38
4.1.3. Determinacio de solubilidade............ccccocociiiiiiiici e, 41

4.2. Determinacgéo do diagrama de solubilidade ... 44
4.2.1. EXpernmentos Preliminmares . e 44
4.2.2. Determinacdo do ponto eUtECO. ... 47
4.2.3. Determinacéo do diagrama de solubilidade...............c..ooiiiiic 49

4.3. Ensaios de cristalizacaoembatelada.................ccoooiiii 52

CAPITULO 05: CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS

FUTURODS cciiiicrcsisscnserassssn s essssssas s smsamssamssessmanassenasssashsasssessmsansnsssaknsnansnasnnnns 57
B, CONCIUSOBS ... 57
5.2. Sugestdes para trabalhos futuros ......................... et 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooecoeeeeereeecsamsemsansnesssssssessssasssnssnsensanssnssns 60



RESUMO

A separacao de enantidbmeros em altos niveis de pureza enantiomérica é
atuaimente um requerimento da industria farmaceutica. No entanto, altas purezas
estdo sendo alcancgadas neste sistema com comprometimento da produtividade.
O acoplamento do leito movel simulado (LMS) a uma etapa de cristaliza¢do pode
resultar num processo de maior produtividade global. A escolha do método de
cristalizacdo para a resolugdo de misturas racémicas por cristalizacdo é
dependente do tipc de cristal (conglomerado ou composto racémico) e da
localizacdo do ponto eutético no diagrama de solubilidade. O ponto eutético
define a minima pureza enantiomeérica que deve ser fornecida pelo LMS para

assegurar que a cristalizagio ira produzir somente um dos enantiOmeros puros.

A cetamina é um anestésico que possui um isdmero R com indesejaveis
efeitos colaterais. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de conhecimento
basico (identificacdo do tipo de racemato e seu ponto eutético no diagrama de
solubilidade) para o acoplamento do LMS a uma etapa de cristalizagéo a fim de
produzir o isdmero S da cetamina em pureza enantiomérica e produtividade alta.

Para caracterizar a natureza cristalina da cetamina, difrac&o de raios-X e
espectroscopia de infravermelho da mistura racémica e dos enantidbmeros puros
foram realizados e as curvas de solubilidade em fungao da temperatura foram
determinadas. As diferencas entre os difratogramas de raios-X, dos espectros de
infravermelho e entre as inclinacbes das curvas de solubilidade dos enantidbmeros
puros e da mistura racémica indicaram a formagdo de composto racémico. O
diagrama parcial de equilibric de fases foi construido e a razdo R:S do ponto
eutético foi determinada (75:25). Os ensaios de cristalizacdo em batelada com
solucdes de proporcao inicial S:R de 80:20 foram realizados a 25°C em reatores
encamisados (voiumes de 20 e 30 mL), a concentragdes iniciais entre 150 g/l. e
250 g/L.. No estagio atual da pesquisa, rendimento e produtividade foram 71,91%
e 6,51 g/(L h). Para todas as condicdes, cristais de S-cetamina com 100% de
pureza enantiomeérica foram obtidos.

gNICA Y |
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ABSTRACT

The resolution of enantiomers to high leveis of enantiomeric purity is
presently a requirement in the pharmaceutical industry. However, high purities are
reached with this system at the expenses of productivity. Coupling of simulated
moving bed (SMB) to a crystallization step can result in a process with a overall
higher productivity. The choice of crystallization method for the resolution of
racemic mixtures is dependent on the crystal type (conglomerate or racemic
compound) and on the location of the eutetic point on the solubility diagram.
Eutectic point is the minimum enantiomeric purity that has to be delivered by the
SMB to assure that crystallization will produce just one pure isomer.

Ketamine is a anesthetic that has a R-isomer with undesirable side-effect.
The objective of this work was the development of basic knowledge for a process
(identification of the type of racemate and its eutetic point in the solubility diagram)
coupling the SMB to a crystalization step in order to produce the S-isomer of
ketamine at high enantiomeric purity and productivity.

To characterize the crystalline nature of ketamine, X-ray diffraction and
infrared spectroscopy of the racemic mixture and pure enantiomers were
performed and the solubility curve as a function of temperature was built. The
difference between powder X-ray patterns, infrared spectra, and soiubility curve
siopes of the pure enantiomers and the racemic mixture indicated racemic
compound formation. The partial equilibrium phase diagram was constructed and
the R:S ratio of the eutectic point was determined (75:25). Batch crystallization
assays with initial S:R enantiomeric ratio of 80:20 was carried out at 25°C in a
double walled close glass container (volume 20 or 30 mL), at initial concentration
between 150 and 250 g/L. At the present stage of this research, yield and
productivity were 71,91% and 6,51 g/l. h. For all conditions, 100% enantiomeric
pure S-ketamine crystals were obtained.
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CAPITULO 01

INTRODUGAO

1.1. Escopo

O escopo deste projeto € a aplicagdo de principios de Engenharia
Quimica, especificamente técnicas de recuperacéo e purificagéo (ou "downstream
processing”) na producao de farmacos. Freqgientemente, nimeros elevados de
operagdes seqglenciais s&o necessarios até que o nivel de pureza requerido para
a aplicacdo de um produto seja atingido, sendo que maiores niveis de pureza séo

exigidos no caso de moléculas aplicadas como farmacos.

Este trabalho & complementar a ouiras pesquisas de precipitagéo e
cristalizacdo que vém sendo desenvolvidas no Laboratorio de Engenharia de
Bioprocessos (LEBp) da FEQ-UNICAMP, sob coordenacédo do Prof. Dr. Everson
A. Miranda, que incluem uso de eletrélitos volateis na precipitac@o e cristalizacéo
de proteinas, estudos de determinacdo de parametros cinéticos e termodinamicos
de cristalizag&o de proteinas baseado no tempo de inducdo e monitoramento
espectroscopico de supersaturacdo de proteinas em cristalizacdo. Trata-se
também de uma colaborag¢do com o Laboratorio de Biosseparacdes do DPB-FEQ-
UNICAMP, coordenado pelo Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana, que vem, de
forma pioneira em nosso pais, desenvolvendo a tecnologia de leito movel

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE




INTRODUCAO 2

simulado (LMS) aplicada a bioprocessos e produtos farmacéuticos, ja tendo

alcangado éxito importante na resolugdo de mistura racémica da cetamina.

1.2. Relevincia da produ¢ao de isomeros puros

A histéria da isomeria 6tica pode ter seu comeco tragado em 1815, o ano
no qual o fisico francés Jean Baptiste Biot descobriu o fenémeno da atividade
dtica: a habilidade de uma substancia desviar o plano de polarizagéo da luz. Em
seguida, Louis Pasteur fez uma série de observacbes que o levaram a uma
proposta significativa: a atividade o&tica observada em certas substancias
organicas € uma consequéncia da sua assimetria molecular que produz
substancias com imagens especulares ndo-superponiveis (Sheldon, 1993). Em
1848, Pasteur descobriu que © acido tartarico sintetizado se diferia daquele obtido
a partir de plantas porque o primeiro se cristalizava em duas formas, versdes de

duas imagens especulares, ou enantiobmeros (Cartwright ef al., 2004).

Da-se 0 nome de compostos quirais a moléculas que apresentam centros
assimétricos gerando assim isdmeros cujas imagens especulares ndo sao
passiveis de superposicdo. Cada um destes isdbmeros também é chamado de
enantiomero. Uma das configuracdes € denominada R (do latim rectus, direito) e
a outra & denominada S (do latim sinister, esquerdo). Misturas equimolares
destas duas moléculas sdo chamadas de misturas racémicas (Sheidon, 1983). Os
enantibmeros compartiiham as mesmas propriedades fisicas, exceto a sua
influéncia na rotag@o da luz polarizada, isto €, eles s@o oticamente ativos e
idénticos quimicamente, exceto quando reagem com outros compostos quirais.
Todos 0s aminoacidos, com excegdo da glicina, sdo quirais; os componentes
essenciais da vida (proteinas, carboidratos e DNA) s3o construidos a partir de
componentes oticamente ativos. Todavia, € notavel (embora nao seja ainda
totaimente compreendido) que, ao contraric das moléculas sintetizadas
artificialmente, todos os aminoacidos naturalmente encontrados em organismos
vivos possuem a mesma orientacao otica (Juza ef af., 2000).
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A talidomida é um farmaco quiral que, na década de 60, foi administrado
para mulheres gravidas como mistura racémica (isto é, uma mistura dos
enantidmeros em proporcoes iguais). Depois de um tempo, foi percebido que
somente um dos enantibmeros & benéfico e ao outro foi creditada a
responsabilidade por ma-formagdes fetais e outros defeitos de nascimento (Juza
et al., 2000).

Apesar do conhecimento do papel da estereoquimica existir desde o inicio
da terapia com drogas farmacolégicas, Blumenstein (1997) afirma que apenas nos
anos 90 se intensificou o interesse na producio de isémeros puros devido a um
crescente rigor na validagao de processos, em parte pelos avangos nos métodos
analiticos estereosensitivos.

A acgdo bicldgica desejada em um composto racémico € a do enantiémero
chamado eutémero. A acgdo do outro isOmero, o distémero, é variada. Existem
distdmeros que ndo exercem efeitos colaterais. Como exemplo, o S-propanaiol,
um beta-bloqueador utilizado em controle de hipertensdo, é 130 vezes mais ativo
que o R-propanoclol, o que significa que este ultimo, em termos préaticos, € inativo.
No caso da cetamina, enquanto a S-cetamina tem efeitos anestésicos sendo
empregada em cirurgias, o distdmero (R-cetamina) possui propriedades
indesejaveis — efeitos alucinégenos e agitagdo. Um terceiro caso é aquele em que
os dois isdbmeros apresentam valores terapéuticos independentes, como no caso
do propoxifeno. O dextropropoxifeno ((2R,3S)-(+)-dextropropoxifeno) € um
analgésico ao passo gque o levopropoxifeno {(2S,3R)-(-}-levopropoxifeno) € um
antitussigenc (Sheidon, 1993).

O processamento de compostos quirais possui um importante papel na
industria de farmacos e de pesticidas, sendo que a separagdo de enantibmeros
em altos niveis de pureza € uma necessidade da industria farmacéutica.

Cerca de 40% de todos os farmacos vendidos em 2000 eram
enantidbmeros puros (Stinson, 2001). De acordo com Schroer ef al (2001), o
mercado mundial de drogas quirais em 1998 foi de cerca de 96 bilhdes de dblares.
Seguindo uma tendéncia de crescimento, somente os farmacos constituidos por
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um unico enantidmero movimentaram 133 bilhdes de dolares em 2001 e estima-se
gue as vendas mundiais de drogas quirais atingirdc 200 bilhdes de dblares em
2008 (Stinson, 2001).

1.3. Metodologias de resolucdo de misturas racémicas

A produgac de enantidmeros puros pode se dar atraves da sintese de uma
mistura racémica da qual se separa 0 composto de interesse ou pela sintese
assimétrica, quando apenas um dos enantiomeros € produzido. Rekoske (2001)
afirma que, apesar da sintese assimetrica possuir a limitagcdo de baixos
rendimentos e do desafio representado pelo desenvolvimento de métodos de
separacdo de enantibmeros ser menor que o representado pela sintese
enantioseletiva, estas diferentes rotas sdo competitivas entre si e as questbes
econdmicas envolvidas numa deciséo final ndo s&o elementares. Por outro lado,
segundo Profir ef a/. (2002), os métodos mais efetivos em termos de custo para a
producéo de enantibmeros puros s&c 0s métodos de producdo de racémicos com

posterior resolucao desta mistura.

Dentre as metodologias de separacao dos enantibmeros puros a partir de
uma mistura racémica estdo os métodos de cristalizacdo, de resolucbes cinéticas,
meétodos de combinagao de resolugio cinética e reacdo, métodos baseados em
membranas liquidas e métodos cromatogréficos. No entanto, a cristalizacéo,
juntamente com a adsor¢ao, sdo 0s dois métodos mais importantes para produgéo
de enantibmeros puros, inclusive no aspecto custo (Profir ef al., 2002; Schroer,
2001; Crosby, 1997).

1.3.1. Leito moével simulado (LMS)

O leito movel simulado € um sistema cromatografico continuo que simuia
o movimento do leito (fase estacionaria) relativo a fase liquida através do uso de
colunas cromatograficas posicionadas de maneira a formar um sistema ciclico

dividido em quatro secbes. Entre cada uma das secdes, valvulas autométicas
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controlam e mudam sequUencialmente as entradas e saidas alternadas de tampao
de alimentacdo, rafinado, eluicdo e extrato. Além de possibilitar alimentag&o
continua, este sistema propicia gradientes de concentracdo mais altos entre as
fases solida e liquida, o que facilita a transferéncia de massa, aumentando assim
a eficiéncia no uso do adsorvente (Lim et al,, 1995). Aplicacdes de LMS existem
em processamento de farmacos, cosméticos, em quimica fina e na industria de

perfumes.

Na industria farmacéutica, o destagque do uso de LMS é na separacio de
enantidmeros. Existem relatos de separacles a altas purezas e em quantidades
convenientes para testes clinicos e até mesmo em escala de producio comercial
(Juza et al, 2000). As variedades de fases estacionarias capazes de realizar
separacles de moléculas quirais produzidas pela industria farmacéutica faz do
LMS uma area de pesquisa extremamente fertil e de potencial ainda né&o
totalmente explorado.

No entanto, aigumas limitagdes do LMS existem e tém sido contornadas.
Uma vez que o alto custo de operacdo pode ser compensado devido ao contexto
técnico-econdmico global do processo, uma limitago desta tecnologia que
necessita de atencdo € que, apesar de ser capaz de produzir um dos
enantidmeros altamente purificado, a alta pureza neste sistema é conseguida com

comprometimento de produtividade.

1.3.2. Cristalizacac

Em 1880, a venda anual de 12 produtos quirais obtidos puros por
cristalizacdo somou a quantia de mais de @ bilhdes de ddlares {Sheldon, 1993).
Levando-se em consideracdo o aumento de 50 para 75% dos produtos quirais no
conjunto dos produtos farmacéuticos desde 1980, o valor de venda destes 12

produtos deve se situar hoje na casa dos 14 bilhdes de ddlares.

No entanto, a resolugdo de misturas racémicas por cristalizacdo €
considerada ainda longe de ser preditiva. A escolha do método de cristalizaco,
{entre diferentes métodos diretos e indiretos) para separacido de um determinado
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produto & dependente do tipo de cristal que é gerado quando uma mistura
racémica é cristalizada (Figura 1.1). Conglomerado € o nome dado para o produto
desta cristalizacdo constituido por cristais individuais das formas R e §; &, assim,
uma mistura dos dois cristais. Compostos racémicos sdc o resultado da
cristalizacao a partir de misturas racémicas quando um soé tipo de cristal é gerado -
ambas as formas S e R estdo presentes na rede cristalina do cristal. Cerca de
10% dos compostos organicos formam conglomerados e os 90% restantes,
compostos racémicos (Jacques ef al., 1981).

R R R N o
RRRR 2 S R SR
RRR = RSRS)
SSSS RSRS
, g §SS SRS
RIR RSRS )
RS R,
Conglomerado Composto racémico

Figura 1.1 — Esquema dos tipos de cristais gerados pela cristalizacéo da mistura
racémica.

Racematos que formam conglomerados podem ser resolvidos por
cristalizacdo direta: uma das formas cristalizara se a fase liquida for supersaturada
e semeada com cristais desta forma especifica. Por outro lado, substancias que
formam compostos racémicos, ao terem suas solucdes supersaturadas, irdo gerar
cristais que ndo separam as formas R e 8. Assim, ha o impedimento do uso de
cristalizacdo direta para o caso da formacdo de compostos racémicos. No
entanto, a resolug&o parcial de racematos que formam compostos racémicos por
um método adequado como a cromatografia, permite que a cristalizacdo direta
seja aplicada a resolucdo destas misturas racémicas.

UNICAMP
BIRLIOTECA @E?\é??&}
sECAQ CIRCULANTF
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A cristalizagdo direta & preferivel em termos de custo efetivo quando
comparada com os outros processos de cristalizagac por, principalmente, um
ponto especifico: ndo se trata de um processo multietapas (Profir ef al., 2002).
Uma vez gque 0s outros processcs tratam da transformac@o do produto a ser
cristalizado em um segundo composio através da introducdo de reagentes
diversos e a cristalizacdo direta ndo, esta uitima técnica é vantajosa por gerar
cristais mais puros que nao necessitam de processamento posterior.

Assim, a determinagZo do tipo de mistura racémica que forma uma
determinada molécula quiral & essencial para que se possa projetar um processo
de resolucdo via cristalizacao.

1.4. Cetamina

A cetamina, como ja foi mencionado, tem importante aplicacdo
farmacéutica. Este anestésico quiral tem se mostrado Utit em procedimentos
diagndsticos e cirurgias superficiais de curta duragio que precisam de intensa
analgesia (como a troca de curativos em grandes queimados) (Wannmacheri,
1998). No entanto, segundo Nishizawa et al. (2000) em doses similares as usadas
para anestesia, efeitos psiquicos indesejaveis, como ilusdes, sonhos ndo usuais
ou delirios s&0 mais comumente seguintes a administracio da R-cetamina, gue do
racemato ou da S-cetamina em humanos.

Trata-se por cetamina o compostc (R/S)-2-(2-chlorofenil)2-metilamino
ciclohexanona (Figura 1.2).

: Hg,C\N;,H HN/CH 3

M\@ S) Cetamina  (R) @AFQ

. 0 ¢ s O o
Anestésico Alucindgeno

Figura 1.2 — Estrutura dos enantidmeros da cetamina.
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A cetamina & um produto relativamente caro: o preco da S-cetamina grau
reagente € equivalente a cerca de US$ 50.000,00/kg (catélogo Sigma, 2000-
2001). Seu cloridrato {forma em que é comercializada) € um pd branco cristalino,
sendo 1,15 mg do hidrocloreto de cetamina equivalente a 1 mg de cetamina base.
Segundo farmacopéias, apresenta solubilidade (m/v) de 1 em 4 de agua, 1 em 14
de alcool, 1 em 60 de alcool anidro e cloroférmio, 1 em 6 de alcool metilico, e é
praticamente insoldvel em éter (Reynolds, 1988). A solucdo formada pela
dissolucdo de 1 g em 5 mL de agua € limpida e incolor. Possui massa molecular
de 274,2, ponto de fus@o entre 258 e 261°C, e pH entre 3,5 e 4,1 numa solugéo
1:10 (USP, 1985).

1.5. Colocagéo do problema

A cromatografia em LMS tem caminhado na direcdo de se tornar a
operagdo padrdo na separacdo de enantidbmeros, independentemenie da
propriedade da molécula formar conglomerados ou compostos racémicos quando
cristalizada. No entanto, altas purezas sé séo alcancadas com este sistema com
comprometimento da produtividade. Lorenz et al. (2001), baseado no trabaiho
pioneiro de Lim et al. (1995), demonstraram que cristalizagdo pode ser uma
operacgéo unitaria adicionada a jusante de uma etapa de LMS para se ter um
processo global de alta pureza mas com produtividade mais alta que no caso do
uso de apenas LMS, como esquematizado na Figura 1.3. Nesta figura, a linha
continua representa a variagao da produtividade com a pureza desejada, que é
decrescente. ldealmente, o emprego de LMS para se produzir um produto de
pureza acima do ponto eutetico (E) e o uso de cristalizagdc do enantidbmero
enriquecido pode gerar produto de alta pureza com produtividade acima daquela
obtida apenas com LMS.

Este ganho em produtividade no processo conjunto é funcao de se poder
operar o LMS a uma pureza de extrato mais baixa que, no entanto, possui um
valor critico minimo, o ponto eutético. Para saber se o acoplamenio de
cristalizac@o a cromatografia pode ser utilizado, é necessario conhecer o diagrama
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de fases do composto em questdo. A posigdo do ponto eutético no diagrama de
equilibrio sélido-liquide fornecera a concentragdo minima que devera ser atingida
pela etapa de leito mével simulado.

A Enriquecimento usandol Cristalizacio possivel
cromatografia

h 4

—]

@«

g 2 ‘_Qg_sejado

% e ¢ Cromatografia

3 € cristalizacao

& Apenas
cromatografia

1 1 11 i
80 85 E 90 95 100

Pureza (%)

Figura 1.3 - Acoplamento de LMS e cristalizagdo na producéo de enantibmeros

puros (adaptado de Lorenz et al., 2001)

No entanto, cristalizacdo de misturas de composicdo acima do ponto
eutético ndo é garantia de ganho de produtividade global. Esta precisa ser
determinada com a realizac@o de experimentos de cristalizagac partindo-se de
solugdes com proporgdes dos compostos S e R acima do ponto eutético. No caso
da cetamina, ao nosso conhecimento, ndo ha relatos na literatura de diagrama de
solubilidade, nem a informacéc se esta forma conglomerado ou composto

racémico apos cristalizacao em etanol.

1.6. Objetivo

Este trabalho visou a obteng&o de informacdes fundamentais para a etapa
de cristalizac@o a ser acopiada a jusante do LMS no processo de producéo de S-

cetamina. Para tal, foram realizadas as seguintes etapas:
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o Caracterizacdo do sistema S-cetamina/etanol/R-cetamina quanto ao
tipo de cristal formado;

o Determinagdo do diagrama de solubilidade para este sistema;
» Estimativa de rendimento e produtividade da etapa de cristalizagéo.

Através do diagrama de fases, pode ser definida a pureza minima a ser
fornecida pelo LMS para que, sob condigdes de supersaturacdo, se tenha
somente a formacao de cristais de S-cetamina. O rendimento e a produtividade da
cristalizagdo, além de avaliarem esta etapa especificamente, possibilitam o calculo

da produtividade do processo global.

1.7. Etapas do trabalho

Executou-se esta pesquisa em quatro etapas. A primeira etapa consistiu
na caracterizagdo do sistema e seus componentes através do estudo da
solubilidade, espectroscopia de infravermetho e difracdo de raios-X. As
solubilidades dos enantiomeros puros e da mistura racémica foram determinadas
a diferentes temperaturas. As comparactes tanto dos valores de solubilidade,
como da superposi¢cado de espectros de infravermelho e dos difratogramas de
raios-X, indicaram o tipo de sistema formado.

Em uma segunda etapa, a localizacdo do ponto eutético no diagrama foi
realizada de forma preliminar para orientar os experimentos de determinac&o de
pontos de equilibrio. Devido a pouca disponibilidade dos isémeros puros, €
sabendo-se que o diagrama de solubilidade na faixa entre o racemato e o
enantidbmerc S é sempre simétrico a faixa entre o racemato e o enantidmero R,
determinou-se o diagrama parcial utilizando-se solugcbes com excessc de R. A
analise de composicdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) dos
cristais obtidos a partir de misturas de altas proporgdes de R revelou a presenca
apenas da forma R para determinadas proporcdes R:S iniciais. Quando se notou
a presenca dos dois enantidmeros nos cristais formados, teve-se a indicagao de

qgue a mistura estava abaixo do pontc eutético.
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A terceira etapa da pesquisa compreendeu a coleta de dados de equilibrio
para a determinacéo do diagrama parcial de equilibrio de fases para outras
proporgdes RS diferentes das determinadas na efapa anterior. Com a
determinacg@o da concentracio de solvente e a proporgdo de S e R na fase liquida,
foi possivel a obtengdo de um ponio da curva de solubilidade no diagrama de
fases. Cada mistura com proporcao inicial especifica de S e R resultou em um
ponto do diagrama.

A guarta e Ultima etapa constou da cristalizag@o de misturas artificiais
ricas em S-cetamina com proporcio deste enantidmero acima do ponto eutético.

Rendimento e produtividade foram estimados.
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CAPITULO 02

REVISAO DE LITERATURA

2.1. Métodos de resolu¢do de misturas racémicas

Existem dois tipos de cristais de racematos. Os conglomerados, que s&o
simples justaposicdes de cristais dos dois enantidmeros, s&o relativamente raros.
Encontrados com maior frequéncia, 0s compostos racémicos s80 0S casas cujos
cristais contém os dois enantidmeros em proporgdes iguais. Segundo Secor
(1963), uma vez gue a composi¢cdo racémica ¢ o estado de maxima entropia,
todas as outras composi¢cdes tenderdo a mudar espontaneamente na diregcdo da
razac 1:1 dos isbmeros. Os métodos de cristalizacde por formagao de
diastereémeros e de misturas racémicas parcialmente resolvidas, descritos a

seguir, sao operados segundo este fenémeno.

2.1.1. Cristalizacdo por formacdo de diasterebmeros

Do ponto de vista préatico, € muito importante se o racemato forma ou néo
um conglomerado, uma vez que este é suscetivel a cristalizacéo direta: uma das
formas cristalizara se a fase liquida for supersaturada e semeada com cristais
desta forma especifica. Se o composto ndo forma conglomerados, diferentes

métodos, tais como formacéo de sais com Acidos ou bases aquirais e formacéo de
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diasteredmeros, fransformam a substancia em misturas racémicas que formam

conglomerados, para que se possa realizar a cristalizacgo direta (Sheldon, 1993).

O método mais comum de resolucdo de compostos racémicos € a
formacéao de sais diastereoméricos a partir de enantibmeros e outro agente quiral.
E a chamada resolucdio classica (Schroer et al, 2001). Quando um &cido
racémico A & combinado com uma base oticamente pura B, uma mistura de dois
sais diastereoméricos, cujas propriedades fisicas se diferem, é formada:

(RS-A + (S)-B — (R-A (S)-B + (S)-A (S)-B

racemato  agente quiral diasteredmeros

Estas misturas s&o, portanto, suscetivels a separacgéo por métodos fisicos como a
cristalizagdo. Analogo a cristalizacdo direta de misturas enantioméricas, um
conhecimento da forma do diagrama de fases das misturas diastereoméricas € um
guia essencial para a resolugdo (Sheidon, 1993). E estimado que 20 a 25% dos
diasterebmeros em solucdo possuem diagrama de fases com somente um
eutético (Schroer et af,, 2001).

Samant e Chandalla (1885) utilizaram cristalizacdo por formacéo de
diasteredmeros e apresentaram dados experimentais de diagramas de fases para
os conglomerados formados. Diagramas de fase sélido-liquido experimentais para
conglomerados também foram apresentados por Wang et al. (2002} e Wang et al.
{(2003).

2.1.2. Cristalizacao de misturas racémicas parcialmente resolvidas

A cristalizagdo direta € preferivel em termos de custo efetivo quando
comparada com os outros processos de cristalizacdo por, principalmente, um
ponto especifico. ndo se trata de um processo muitietapas (Profir ef af., 2002).
Segundo Wang ef al. (2003), apesar da cristalizacdo direta poder somente ser
aplicada para conglomerados e n&o ser adequada para compostos racémicos, ela
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ainda € possivel de ser aplicada para purificar misturas de compostos racémicos

parcialmente resoividos.

A cristalizac&o de uma mistura parcialmente resolvida, sob condi¢bes de
equilibrio, ira gerar ou um enantibmero puro, ou um racemato, dependendo da sua
composicdo. Com a finalidade de saber se uma mistura de composto racémico
parcialmente resolvida pode ser enriquecida por cristalizacdo, & necessario
conhecer a forma exata do diagrama de fases.

A solubilidade €& freqlentemente invocada para explicar o enriguecimento
enantiomeérico obtido através da cristaliza¢@o de misturas parcialmente resolvidas.
Estas cristalizagdes, por envolverem mudancas de composicdo, formagédo e
desaparecimento de fases, podem ser representadas nos diagramas de fases
soélido-liquido, que serao diferentes para conglomerados e compostos racémicos.
Diagramas de fases triangulares para o caso de misturas parcialmente resolvidas
estdo apresentados esquematicamente na Figura 2.1. Nestes diagramas
triangulares, as composi¢ctes podem ser representadas por pontos dentro de um
triangulo, sendo que cada ponto representa uma composigao unica e cada vértice
do diagrama representa 0s respectivos componentes puros (Hougen et al., 1964).
As fragbes molares dos trés componentes de um sistema ternario somadas
equivalem a uma unidade. Assim, se as distancias de um ponto dentro do
triangulo equilatero as laterais forem medidas paralelamente, a soma delas & igual
a extens&o de um dos lados do trigdngulo, o que completa uma unidade (Atkins,
1986). Cada uma das trés possiveis misturas binarias é representada por uma
das linhas laterais e a area acima da isoterma de saturagdo até o vertice
representante do solvente puro representa as solugdes insaturadas (Mersmman,
2001). Uma importante propriedade do diagrama triangular se refere a linha reta
que une um vértice a um ponto na lateral oposta. Tratando-se da linha que une o
vértice correspondente ao solvente puro a lateral oposta, qualquer ponto nesta
linha apresenta a mesma propor¢ao dos dois enantidbmeros, podendo ser utilizada
para demonstrar mudanca de composi¢cao no sistema por adigdo ou retirada de
solvente.
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a) solvente

| M R

Figura 2.1 — Representag&o esquematica dos diagramas de solubilidade ternarios
a temperatura constante para os casos de isdmeros gque formam conglomerados
(&) ou compostos racémicos (b). As areas cinzas correspondem as composicbes

que levam a cristalizag¢do de um dos enantidmeros puros ou da mistura racémica.
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No caso de racematos que formam conglomerados (Figura 2.1a), uma
mistura de composicio P4, ao ser submetida a uma evaporacao do solvente, teréa
sua concentragdo modificada no sentido da seta representada no diagrama
esquematico. Apods se passar a curva de solubilidade AE, sera gerada uma
mistura com cristais puros do enantidmerc S e uma solugdo enriquecida,
relativamente & inicial, no enantiomero R. Por exempio, na condicdo Pz, tém-se os
cristais de S em equilibrio com uma solugdo de composigcdo C. Se a solugdo
inicial for uma mistura racémica, apés a remogéo do solvente ela atingira a
composi¢do E, o ponto eutético. Quando mais solvente € removido depois do
sistema atingir a composicdo E, a quantidade de solugdo decresce, mas sua
composicdo permanece constante (Atkins, 1986). Nota-se que este ponto possui
a menor proporgao de solvente em relacdo & massa total do sistema, que qualquer
outro ponto da curva de solubilidade, o que significa a solugdo em equilibrio de
maior concentracdo. Continuando a concentragdo do sistema, ocorre a sua
solidificacdo, com a formagao de ambos os cristais (S e R). Desta forma, a menos
que se tenha uma mistura de concentragao igual & do ponto eutético, antes da
formagdo de uma fase Unica (s6lida), sempre se formarao cristais de um sé
enantibmero quando se fizer a remog&o do solvente de uma solucgéo contendo os

dois enantibmeros.

Ja substancias que formam os compostos racémicos possuem um
diagrama mais complexo com a existéncia de dois pontos eutéticos (Figura 2.1b),
0 que faz necessario que se tenha uma mistura inicial de composicao de um dos
enantidmeros acima de um dos pontos eutéticos para que este seja cristalizado
puro. Um sistema de composicdo Ps ird gerar, apds concentragéo além da linha
AE, uma mistura de composicdo Ps, que contém cristais do composto S em
equilibrio com uma solugé@o enriquecida de R em relac@o a solucso inicial. Por
outro lado, se o sistema n&o tem excesso em um dos componentes acima de um
dos pontos eutéticos, enantidmeros puros ndo serdo formados. Neste caso,
partindo-se do mesmo ponto Py, e realizando-se a evaporagac do solvente, apos
se atingir a curva EE’, havera a formagdo da mistura racémica. No ponto Py,
ocorre a formagao de cristais de M, em equilibrio com a solugéo Q.
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Assim, a determinagéo do tipo de mistura racémica que forma uma
determinada molecula quiral € essencial para que se possa projetar um processo
de resolucdo via cristalizacio.

2.2. Caracterizagao do tipo de cristal formado

A escolha do método de resolucéo, assim como suas probabilidades de
sucesso, dependem do tipo ao qual o racemato pertence no estado sélido. Essas
consideragbes conferem importéncia para a caracterizagdo dos cristais do

racemato (Jacques ef al., 1881).

De acordo com Sheldon (1993), as duas classes de racematos,
conglomerados e compostos racémicos, s&o prontamente diferenciadas através
dos seus diagramas de pontoc de fusdo (Figura 2.2), também chamados de

diagramas de fase binarios.

S R S R

Figura 2.2 — Representagdo esquemdtica dos diagramas de ponto de fusdo para
os casos de isdbmeros que formam conglomerados (a) ou compostos racémicos

(b).

Para a determinacéo experimental do diagrama binaric de ponto de fuséo
a tecnica mais utilizada atualmente € a calorimetria diferencial de varredura, DSC,
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como utilizado por Gallis et al. (1996), Kommuru et al. (1998), Li et al. (1999),
Lorenz et al. (2002) e Pella e Restelli (1983). Adicionalmente, o trabalho de Gallis
et al. (1986) checou a consisténcia dos dados termodinémicos determinados

experimentaimente através do “software” Prophase.

Em alguns texios consultados, o diagrama de fases binario de ponto de
fuséo € calculado por meio das equacdes de Schréder-van Laar e Prigogine-Defay
(Brock ef al, 1981). Em outros, esta determinacdo tedrica é somada a
comparagdo com dados experimentais obtidos através de DSC (Burger et al.,
1997, Jabrane ef al., 1995, Leitéo et al., 2002, Lorenz e Seidel-Morgenstern, 2002;
Nemak ef al., 1997, Rustichelli ef al., 1999, Wang ef al., 2003).

Jabrane et al. {1995), também utilizando DSC, realizaram estudos do
comportamento térmico dos enantidbmeros, verificando-se um processo de
vitrificac&o e determinando-se a temperatura de transi¢do vitrea. Li ef al. (1999)
realizaram estudos relacionando as variaveis termodinamicas energia livre de
Gibbs, entropia de mistura, entalpia de formacao e temperatura de fusdo, com a
formac&o de conglomerados ou de compostos racémicos e Zhang ef al. (2003)
utilizaram variaveis termodinadmicas e o diagrama de fases binario, além de
difracdo de raios-X e DSC para classificar o racemato do ibuprofenc de sédio
como conglomerado.

Alternativamente ao diagrama binario de ponto de fusdo, para a
identificacdo do tipo de cristal formado, difratogramas de raios-X ou
espectroscopia de infravermelho podem ser usados; para cada uma destas
técnicas, os espectros ou difratogramas dos enantidbmeros séo idénticos ac do
racemato gquando este forma um conglomerado, mas diferentes dos espectros ou

difratogramas do racemato que forma composto racémico (Sheldon, 1993).

Pella e Restelli (1983) e Li et al. (1999) abordam o tipo de cristal formado
através da cristalizacdo e métodos para caracterizacio destes cristais —
conglomerados ou compostos racémicos - por meio de andlises de difracéo de
raios-X, espectroscopia de infravermelho e ressonéncia magnética nuclear. Wang
ef al. (2003) além de determinarem o diagrama de fases bindrio para os



REVISAOC DE LITERATURA 19

enantibmeros de N-metilefedrina, tambem utilizaram difracdo de raios-X e
espectroscopia de infravermelho para afirmarem que o cristal formado pela
mistura equimolar deste composio € um conglomerado.

Os cristais formados pelo racemato do ibuprofeno, na sua forma de base,
existem como um composto racémico. Varios critérios indicam que o racemato
que forma composto racémico do ibuprofeno é muito mais estavel que o
correspondente racemato que forma conglomerado. No entanto, apds a
conversao para a forma de sal de sédio, foi observado que o racemato resultante
forma um conglomerado quando € cristalizado. O mesmo fendmeno é
freqUentemente observado para outros &cidos e bases orgénicos (Zhang et al.,
2003). A mistura equimolar do cloridrato de propanolol também foi classificada por
Wang et al. (2002) como formadora de conglomerado utilizando analises de
difracdo de raios-X, espectroscopia de infravermeltho e ressonancia magnética
nuclear.

Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002) estudaram os diagramas de fase
binario e terario do 4cido mandélico em &gua. A partir do diagrama de ponto de
fus@o, o sistema enantiomérico formado pelo acido mandélico foi identificado
como um composto racémico, sendo a solubilidade do racemato considerada alta
comparada a dos enantidmeros. Além disso, o diagrama termnario revelou uma
forte dependéncia da solubilidade em relagéo a temperatura, indicando que tanto a
evaporacdo quanto o resfriamento podem ser aplicados como iécnicas de
cristalizagao.

J& o trabalho de Rustichelli ef al. (1999) trata da caracterizag&o do cristal
formado pelo racemato de um farmaco bloqueador de canal de calcio (verapamil
HCl e galopamil HCI) empregando técnicas como espectroscopia de
infravermelho, difracdo de raios-X e DSC. Os resultados definiram as
propriedades do estado sdlido dos compostos e mostraram que a mistura
equimelar forma cristais que existem como um composto racémico. A difracio de
raios-X também foi utilizada por Li e Grant (1996) para classificar os cristais da

mistura racémica da efedrina 2-naftalenosulfonato como um composto racémico.
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Qutre método utilizado para a caracterizacdo do tipo de cristal formado é a
comparacdo das solubilidades do enantidmero puro e da mistura racémica. E
reconhecido gque num conglomerado o racemato € mais soluvel que os
enantidbmeros que o constituem. Uma regra empirica — a de Meyerhoffer — trata do
aspecto quantitativo dessa diferenga de solubilidade. A chamada “Regra do Dobro
da Solubilidade’ afirma que um conglomerade possui uma solubilidade igual a
soma das solubilidades dos enantidmeros correspondentes. Meyerhoffer propds
essa regra considerando a pressac de vapor, uma vez que um gas pode ser
pensado como uma solugdo sob vacuo. A pressao de vapor € igual 2 soma das
pressbes de vapor dos constituintes. A substituicdo do vacuo por um solvente
inerte e da presséo de vapor pela concentrac&o da solugdo leva a proposigdo de
gue um conglomerado deve ser duas vezes mais sollivel gue cada um dos
enantidbmeros, com a condicdo de que o0 solvente ndo tenha efeito (associativo ou
dissociativo) scbre a solucdo (Jacques, 1981). Ainda segundo Jacques (1981),
mesmo se ocorre solvatacdo, a solubilidade dos compostos racémicos ndo esta
relacionada a solubilidade dos enantidbmeros, diferentemente do que ocorre com

0s conglomerados, podendo ser maior ou menor.

2.3. Diagramas de solubilidade

O conhecimento detalhado de dados fundamentais de equilibrio sélido-
liquido expressos no diagrama de fases € essencial para projetar e otimizar o
processo de cristalizacdo (Lorenz e Seidel-Morgenstern, 2002).

A construgdo de diagramas de fase bindrios a partir de medidas de
temperaturas de fusdo das misturas racémicas, assim como dos enantidmeros
correspondentes, tem sido tradicionalmente utilizada para identificar a natureza
das espécies racémicas. Uma vez que a composicdo do ponto eutético ndo se
medifica quando a temperatura € alterada, o diagrama de fases binario também
pode ser utilizado para determinac¢ac do ponto eutético quando os racematos em
questao formam compostos racémicos, como nos trabalhos de Burger ef al.
(1997), Jabrane ef al. (1995), Kaspereit ef al. (2002), Leitao ef a/. (2002) e Lorenz
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e Seidel-Morgenstern (2002). Entretanto, o exame das temperaturas de fuséo
isoladamente pode n&o ser adequado em aiguns casos, j& que a estrutura
racémica no ponto de fusdo nao @ necessariamente a mesma gque a temperatura
ambiente, devido a possiveis transformacdes desta estrutura. Além disso, os
diagramas de fases binarios de certos compostos organicos ndo podem ser
preparados porque © aquecimento levaria & decomposicado da amostra. Neste
sentido, o0 diagrama de solubilidade & mais atil no entendimento da natureza das
espécies racémicas (Wang et al., 2003).

De maior interesse nos estudos de resolucdo de misturas por
procedimentos de cristalizacdo, s@o os sistemas ternarios consistindo do isdbmero
S, isébmero R e solvente. Enquanto no sistema binario € possivel representar
ambas as variaveis temperatura e composi¢do num plano, num sistema ternario
isso requer um grafico tridimensional.  Alternativamente, se & satisfatério a
consideracdo de uma temperatura constante, o diagrama de fases ternario pode
ser plotado em duas dimensbes (Secor, 1963). Segundo Lorenz e Seidel-
Morgenstern (2002), geralmente menos disponiveis que o diagrama de fase de
ponto de fusio, os dados de solubilidade para sistemas enantioméricos em
solventes adeguados resultam no diagrama de fases ternario do sistema R-
enantidmero/ S-enantidbmero/ solvente. A razéo da escassez de dados parece ser
o significativo tempo de exposicdo necessario para medidas classicas de
solubilidade e, no caso de produtos de valor agregado, a comparativamente
grande quantidade de amostra requerida para tais medidas.

Tavares ef al. (1999) propuseram um sistema para estudos de equilibrio
sélido-liquido baseado nas transformacdes de fase associadas com os efeitos
termais. O sistema é utilizado para determinacéo das solubilidades de sais, ndo
podendo ser utilizado no presente trabalho, devidc & grande guantidade de
amostra requerida. Medidas de solubilidade também foram estudadas por Mohan
et al. (2002) mostrando a possibilidade de se determinar curvas de solubilidade de
sistemas quirais onde guantidades muito pequenas de amostras sido disponiveis
para estudos de diagramas de solubilidade, usando ¢ DSC. Este método também
é utilizado e comparado com a determinacédo de solubilidade classica no trabalho



REVISAO DE LITERATURA 22

de Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002), que concluiu que em adi¢éo ac método
classico comumente utilizado, o DSC pode ser recomendado quando somente
pequena quantidade de amostra estd disponivel ou guando sao necessarios
dados a altas pressdes ou temperaturas.

Medidas de solubilidade através de DSC também foram estudadas por
Lorenz et al. (2002). Comparou-se este metodo com a determinacg&o de
solubilidade classica, mostrando-se a possibilidade de se determinar curvas de
solubilidade de sistemas quirais onde quantidades muito pequenas de amostras
s&o disponiveis para estudos de diagramas de solubilidade. A partir das curvas de
solubilidade calculadas e das curvas de solubilidade obtidas experimentalmente
para 0s enantidmeros puros e para a mistura racémica de acido mandélico foram
calculados os coeficientes de atividade.

Diagrama de fases podem ser prontamente construidos através das
medidas de solubilidades de variadas misturas dos dois enantibmeros e
determinacdo de seu equilibrio (Mullin, 2001). Seguindo este principio, os
trabalhos de Kaspereit et al. (2002), Lorenz ef al. (2001), Lorenz ef al. (2002),
Lorenz e Seidel-Morgenstern {2004), e Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002)
apresentaram diagramas de solubilidade ternarios do &cido mandélico em agua
determinados experimentalmente. Kaspereit ef al. ainda determinou diagramas de
solubilidade para o acido mandélico utilizando como sclvente uma composigao de
agua e acetonitrila (95:5) e para um farmaco em acetonitrila. Wang ef al. (2002)
apresentou o diagrama de solubilidade para o cloridrato de propanolol.

Para a determinacdo do diagrama de solubilidade sao necessarias
medidas de concentracdo para se determinar purezas enantioméricas tantc dos
cristais como das solugdes em equilibrio com eles. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia, CLAE e cromatografia gas-liquido, CGL, s&o os métodos mais precisos
para tais analises. A escolha do metodo & parciaimente determinada pela
volatilidade e estabilidade térmica do produto em questdo. Ressonancia
magnética nuclear, embora menos precisa, € conveniente para analises rapidas
(Sheldon, 1993). Métodos estereoseletivos para determinagéo dos enantibmeros
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da cetamina por CLAE s3o descritos por Yanagihara ef al. (2000) além de
Svensson e Gustafsson (1995).

2.4. Acoplamento de cristalizagdo a cromatografia em leito mével simulado

Lim et al. (1995} utilizaram um processo de cristalizacéo adicionado &
jusante de métodos cromatograficos continuos para realizar separagdes de
misturas racémicas de praziquantel. O diagrama ternario de solubilidade foi
utilizado para se determinar qual a pureza enantiomérica da solucdo fornecida
pelo LMS para que a etapa de cristalizacdo fosse viavel e, adicionalmente, o efeito
da pureza do fluxo de rafinado do processo cromatografico sobre a recuperacio
de um dos enantidmeros do praziquantel puro foi estudada mostrando que guanto
maior a pureza do fluxo, maior a recuperacac do enantiémero.

Seguindo este caminho, lorenz ef al. (2001) e Kaspereit et al. (2002)
propdem o sistema de acoplamento de leitc movel simulado e cristalizacéo para
separacdo de enantibmeros. Visando a futura avaliacdo do processo, foram
determinados experimentalmente as isotermas de adsorcdo e os diagramas de
solubilidade para o acido mandélico. Além do acido mandélico, Kaspereit ef al.
(2002} determinaram a isoterma de adsor¢do e o diagrama de solubilidade de um
componente intermediario da produgo de um farmaco nao-citado e apresentaram
a variagdo de produtividade da etapa de cromatografia em relacéo a pureza do
produto final obtida para o acido mandélico e o farmaco em questdo. Os autores
advertem que o acoplamento de processos sugerido desperta guestdes
relacionadas a etapa de criacdo da supersaturacdo requerida a partir da solugéo
proveniente da unidade cromatografica. A supersaturag@o criada ndo deve ser
muito alta, porque levaria a saida da regigo do diagrama de solubilidade em que
ha a formacéo de cristais de somente um dos enantiOmercs. Destacaram também
a possibilidade da inclus&o de solvente nos cristais.

Posteriomente, Strohlein et al. (2003) desenvolveram e apresentaram um
metodo para otimizacdo de um processo hibrido acoplando unidades de
cromatografia e cristalizagdo ulilizando dois sistemas como exemplos: um
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intermediario de uma droga cardiovascular e ¢ acido mandélico. Foi objetivo do
estudo desenvolver regras gerais para determinar para quais sistemas a etapa de
cristalizacéo adicional € benéfica e acima de qual pureza o fluxo de produto do
LMS tem que estar enriquecido. Os autores destacam gue a concentragdo da
fragdo proveniente do leito mdvel simulado e a recuperagédo de solvente por
evaporagao ou destilagdo, ou com © uso de membranas, assim como a
recuperagcdo do produto final por precipitacdo ou cristalizacdo seguidos de
liofilizacdo ou filiracdo e secagem devem ser considerados num projeto do
processo completo. Foram realizados também, estudos de custos de producéo
para o processo hibrido, assim como estudos de rendimento e produtividade:
observou-se gue o rendimento € nulo quando a pureza da alimentagdo se
aproxima da pureza do ponto eutélico € e igual a 1 quando a pureza da
alimentacdo se aproxima de 100%.

Neste mesmo trabalho de Strohlein et al. (2003), uma vez que a solugao-
mé&e depois da cristalizacdo ainda esta enriquecida no enantiomero desejado, foi
estudado também o reciclo desta solucdo para a alimentacdo do reator de
cristalizacdo, mas apesar do aumenio da quantidade de produto na saida do
processo, foi comprovado que o rendimento global deste processo ndo foi
influenciado pelo reciclo. Ja quando a solugdo-mée resultante da cristalizacao é
unida a alimentagéo do LMS, pode-se concluir que o reciclo aumenta a eficiéncia
do processo hibrido e diminui os custos especificos de separagdo. Um custo de
separacao especifico minimo & equivalente a um diémeiro de coluna minimo e a
um volume de fase estaciondria minimo. A produtividade e o rendimento do
cristalizador sdo os parametros de maior influéncia no digdmetro das colunas da
unidade de LMS e, portanto, nos custos de operacgdo especificos. Considerando
que o enantidmero de interesse esta no fluxo de rafinado, os autores afirmam que
uma pureza de rafinado dtima entre a pureza do ponto eutético e 100% de pureza
sG existe se a produtividade do rafinade com 100% de pureza for menor gque

metade da produtividade do rafinado com pureza igual a do ponto eutético.
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2.5. Solubilidade e for¢a motriz para cristalizagao

Um pré-requisitc para a cristalizac@o a partir de uma solucdo (o0 método
mais comum e utilizado para compostos oticamente ativos) € que a concentragao
de soluto na solugdo exceda sua solubilidade no equilibrio, para se criar a forca
moiriz do processo, a supersaturagdo (Wood, 1997). O trabalho de Nylvt ef al.
(2001) aborda os tipos de forga motriz para o processo de cristalizacdo e em que
condigcbes cada uma é utilizada.

A solubilidade de um componente em um sclvente € a quantidade total
dissolvida no estado de equilibrio. Em geral, a solubilidade depende da
temperatura, entdo curvas de solubilidade ou tabelas s&o obtidas relacionando
estas duas variaveis. A solubilidade ou condigdo de saturag@o €
experimentaimente determinada pelo aquecimento de uma suspensdo e
observagao da temperatura na qual os soélidos sdo completamente dissolvidos.
Acima desta temperatura a solucdo estéd insaturada. Quando novamente
resfriamos a mesma solucdo, temperaturas abaixo daquela de saturagio podem
ser alcangadas sem a formacao de nenhum cristal. Nessa regido, a solugdo €

chamada supersaturada.

A diferenca entre a concentragdoc da solucdo supersaturada {c) e a
concentragéo da solugao saturada (c*) € a chamada supersaturacdo absoiuta, a
qual é a forga motriz para o processo de cristalizaco:

dc=c-~Cc* (equacao 2.2)

Segundo Nyvit ef al. (2001), na pratica industrial, iniciando com uma
solug&o saturada binaria, a supersaturacdo pode ser criada de diversas maneiras,
(resfriamento, evaporacdo, mudanca de meio ou reacdo quimica) dependendo da
solubilidade do soluto, ou mais precisamente, do coeficiente angular da curva de
solubilidade versus temperatura, dc*dT. Quando a curva de solubilidade versus
temperatura € ingreme, a cristalizagdo por resfriamento &€ a técnica mais
adequada. No caso de dependéncia moderada da solubilidade em relagéo a

temperatura, o resfriamento adiabatico € indicado, e quando ha dependéncia
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negativa da solubilidade em relagdo a temperatura, a evaporago isotérmica € o
método mais indicado. Ainda segundo Nylvt ef al. (2001}, em casos nos quais 0
resfriamento do sistema conduz a formagdo de uma quantidade suficiente de
cristais, o resfriamento € adequado, ndo sendo este ¢ unico caminho e tampouco

0 mais econdmico.

A escolha do método de geracdo da supersaturacdo para cristalizar uma
substancia também depende das propriedades desejadas do produto e de

aspectos econémicos.

De acordo com Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002), para um processo de
cristalizac&o por resfriamento ser operado a fim de recuperar a substancia sodlida a
partir da solugéo, a condicdo mais favoravel ocorre na regido de maior efeito da
temperatura na solubilidade.

Na maioria das cristalizagées com intengbes de isolamento de moléculas
oticamente ativas variados métodos séo utilizados, mas particularmente faz-se uso

de resfriamento de uma solugdo saturada (Wood, 1997).

Paralelos ac tema deste trabalho, assuntos referentes ao processo de
cristalizacdo de enantidmeros como os efeitos da nucleagdo secundaria na
geracgao de compostos quirais assimetricos (Buhse ef al., 2000, Cartwright ef al.,
2004, Kondepudi e Sabanayagam, 1993), influéncia do excesso enantiomeérico no
crescimento de cristais (Beilles ef al.,, 2001), separacao quiral por diferenga de
tamanho (Yokota ef al., 2004) e estudo sobre reducio de pureza nas resolugbes
de misturas racémicas (Matsuoka, 1997, Toyokura et af, 1997) foram
encontrados, mas n&o seréo abordados.
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CAPITULO 03

MATERIAL E METODOS

3.1. Cetamina e demais reagentes

A mistura racémica de cetamina [(R/S)-2-{(2-chlorofenil)2-metilamino
ciclohexanonal e seus enantibmeros de alta pureza (pureza maior que 98%
segundo analise por CLAE), nas formas de base e cloridrato, foram fornecidos
pela Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos (itapira, SP) (Figura 3.1). Alcool
etilico anidro obtido da LabSynth (Brasil} foi utilizado como solvente. Para as
analises por CLAE, a fase mével alcool etilico anidro grau HPLC foi adquirida da J.
T. Baker (Mexico).

Uma vez que a quantidade de amostra requerida para os experimentos
era menor que a massa disponivel, os procedimentos de recuperac@o das
amostras de isdmeros ja utilizadas e de conversao da cetamina da forma cloridrato

para a forma base foram implementados.

JNICAMP 3,,
L
BIBLIOTECA §%i‘ﬁﬁi
3.1.1. Recuperagéo dos isbmeros geCAQ CIRLU LAN
As solugbes utilizadas para os experimentos de determinacido de
solubilidade foram submetidas a evaporacdo do solvente em rotavapor, com o

objetivo de serem reutilizadas nas etapas seguintes do trabalho. Por CLAE,
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analisou-se solugbes de concentracdo 0,5 mg/mL e fez-se uma comparagao da

pureza das amostras de enantiébmeros puros obtidas pelo método de recuperagéo

com as amostras de enantidmeros puros fornecida pela Cristalia.

Figura 3.1 — Amostras de cetamina fornecidas pela Cristalia: enantibmero R (a) e
(b), mistura racémica (c) e (d), enantibmero S (e) e (f).

3.1.2. Transformacao dos isébmeros da forma de cloridrato para a forma base

A uma solucdo aguosa de cetamina na forma de cloridrato, sob agitacao

magnética, foi adicionada lentamente uma solugéo de bicarbonato de sodio até
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que se atingisse pH préximo de 11 (para garantir meio basico para a reacao),
medindo-se o pH da solugdo atraves de papel indicador Merck (Alemanha). Esta
solucdo foi deixada sob agitacdo durante 16 h para que a reagio de conversao
ocorresse. Por meio de extracdo por solvente em funil de separagéo, utilizando
diclorometano, a cetamina foi recuperada na fase superior. As solugbes de
cetamina em diclorometano obtidas foram, ent@o, submetidas a evaporacdo do
solvente em rotavapor, com o objetivo de eliminagdo do solvente. Da mesma
forma que a recuperacdo dos isOmeros, compararam-se as amostras resultantes

com as fornecidas pela Cristalia em termos de concentracZo medida por CLAE.

3.2. Difragao de raios-X

Analises de difracdo de raios-X foram realizadas em um difratdmetro de
raios-X Shimadzu XRD6000 (Japdoe), com uma varredura continua do espectro
utilizando a metodologia do pé com uma velocidade de 0,020°/s, radiacdo de Ka-
Cu de comprimento de onda de 1,5406x10"°m e rotag&o do corpo de prova de 40
rom. Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Metalografia e Analises de
Falhas da Divisdo de Metalurgia (LMAF-Dimet) do IPT-SP.

3.3. Espectroscopia de infravermelho

Um espectrofotdmetro de infravermelho com transformada de Fourier
modelo Protége 460 (Nicolet, EUA) com um acessorio ATR horizontal de germéanio
foi utilizado para se determinar os espectros de estado sélido da mistura racémica,
da R-cetamina e da S-cetamina. Solucio de cetamina em etano! anidro foi vertida
sobre o elemento de germénio e esperou-se que o etanol evaporasse a
temperatura ambiente de forma que um filme da amostra se formasse, a fim de
garantir um contato intimo da amostra com a placa de germéanio. As varreduras
do espectro foram realizadas com uma resolucdo de 8 cm™, sendo executadas
150 varreduras para cada espectiro obtido.
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3.4. Determinagdo de solubilidade

A solubilidade dos compostos em etanol anidro, solvente usado como fase
movel nas separacies de cetamina por LMS nos estudos em desenvolvimento no
Laboratérioc de Biosseparagdes do DPB-FEQ-UNICAMP, foi determinada
mantendo uma suspensdo de uma certa massa do composto em 1,0 mL de
solvente em tubos Eppendorf, sob constante agitacéo (aproximadamente 60 rpm)
em uma mesa agitadora Quimis Q-225M (Brasil), a temperatura constante mantida
por circulacido da agua de um banho termostatico TE-2000, marca Tecnal (Brasil).
As concentractes iniciais destas suspensdes variaram de 50 a 230 mg/mL. O
tempo necessario para que o equilibrio fosse atingido foi determinado previamente
através de ensaios cinéticos de solubilidade (descritos a sequir). Apds este
tempo, a suspenséo era submetida a uma centrifugacio de 2000g por 2 min em
uma microcentrifuga de bancada NT800, marca Nova Técnica (Brasil), a fim de
separar os sélidos e verificar visualmente a existéncia de uma fase solida, o que
indicava a supersaturacao da solugdo. Um volume de fase liquida era pipetado, e
a absorbancia desta fase a 245 nm medida em um espectrofotdmetro DU640
(Beckman, EUA).

3.5. Cinética de solubilidade

Utilizando sistemas idénticos aos utilizados para a determinagio de
solubilidade (frascos do tipo Eppendorf selados, com um minimo de volume de ar,
para se minimizar evaporagao do etanol e entrada de agua do banho), os ensaios
para a determinacéo das cinéticas de solubilidade da cetamina (cristaisde R, S e
racemato), foram realizados as temperaturas de 5 e 25 °C. Para representar cada
tempo 5 frascos foram retirados da agitac@o para que as concentragbes das suas
solugbes fossem determinadas. Depois de separada da fase solida por meio de
centrifugacéo, cada solugdo foi diluida e analisada por espectrofotometria de luz
uitravioleta. As medidas de absorbancia foram realizadas em intervalos de tempo
até que as concentragbes obtidas se mostrassem estdveis, indicando que o
equilibrio foi atingido.
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3.6. Cinética de cristalizagéo

Frascos contendo volumes de 1,0 mi de suspensdes de conceniracdes |
iniciais de 300 mg/mL com proporcdes de R:S de aproximadamente 80:20 foram
submetidos a agitacdo a 45°C até a dissolugdo e posterior repouso a 25°C para
gue ocorresse a formacdo de cristais. A partir do momento da formacéo de
cristais, a cada intervalo de tempo, dois frascos foram retirados da agitacéo e
tiveram suas solucbes separadas por centrifugacdo a 2000g durante 2 minutos.
Medidas de concentracdo de cetamina em cada uma das solugbes foram
realizadas em intervalos de tempo até que as concentragbes obtidas se
mostrassem estaveis, indicando que o equilibrio foi atingido.

3.7. Determinacgao do ponto eutético

A determinacdo do ponto eutético foi realizada a partir de 1,0 mL de
solugbes de concentragdo 300 mg/mL com proporgbes decrescentes do
enantiomero R: 80, 80, 78, 76, 74, 72 e 70% em relacdo ac total de Re 8. Qs
ensaios, feitos em duplicata, foram realizados em frascos do tipo Eppendorf
selados, com um minimo de volume de ar, para se minimizar evaporacao do
etanol e entrada de agua do banho. Os tubos foram imersos em um recipiente
isolado termicamente com agua a temperatura constante de 45°C mantida por
circulagdo da agua de um banho termostatico TE-2000, marca Tecnal (Brasil).
Este recipiente foi submetido a constante agita¢gdo em uma mesa agitadora Quimis
Q-225M (Brasil) durante 2 h (até que os sdélidos se dissolvessem completamente).
Em seguida, as amostras foram deixadas em repouso a 25°C num banho
termostatico por 30 h para se atingir o equilibrio. Apos este tempo, a suspensio
era submetida a uma centrifugacao de aproximadamente 2000g por 2 min em uma
centrifuga 5804 R, marca Eppendorf (Alemanha), a fim de separar a fase liquida
da sélida. Solugbes de aproximadamente 50 mg/mL foram preparadas com as
fases sélidas obtidas e analisadas por CLAE. Utilizando a area dos picos obtidos
por integracdo no “software” Breeze (Waters, EUA) determinou-se a proporgéo de
R e 8 nas solugbes por meio das curvas de calibracdo previamente construidas.
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A deteccdo da forma S nos cristais indicava que o ponto eutético havia sido

ultrapassado.

3.8. Determinagéio do diagrama de fases

O diagrama de fases parcial do sistema S-cetamina/R-cetamina/etanol foi
determinado de forma semelhante a localizac@o do ponto eutético, sendo que para
a construcdo do diagrama de fases, foram utilizadas as fases liquidas que
estavam em equilibrio com os cristais formados. Apos a cristalizacdo e a posterior
separacdo da fase sblida em centrifuga a temperatura controlada de 25°C, a fase
liquida foi filtrada em membranas Millex da Millipore (EUA) com 0,45 um de poro e
13 mm de di@metro e a massa de 1,0 mL desta solucéo foi medida a fim de se
obter sua densidade. Esta soluc@o foi entdo diluida até se atingir uma
concentracao de aproximadamente 50 mg/mL para ter as concentracbes de Re S
determinadas por CLAE. Excluindo-se da densidade a massa referente as
concentracdes dos enantidbmeros em 1,0 mL de solucdo obtidas por analise por
CLAE, determinou-se a porcentagem de massa de solvente presente na amostra,
A partir das porcentagens de massa de cada componente em relacdo 8 massa
total do sistema em equilibrio, foi plotado o diagrama ternério. Para o diagrama
retangular, plotou-se o inverso da concentracéo de cetamina total (volume de
solvente necessario para dissolver 1 g de cetamina) em fungdo da porcentagem

da massa de cetamina.

3.9. Ensaios de cristalizagdo em batelada

Os ensaios gue possibilitaram as estimativas do rendimento e
produtividade da etapa de cristaliza¢&o utilizaram solucfes com proporcao inicial
S:R de 80:20 a diferentes concentracdes iniciais (variando de 150 mg/mL a 250
mg/mL). As suspensdes originadas da mistura da cetamina com ¢ etanol foram
submetidas a aquecimento a 45°C durante 1 h para que os solidos se
dissolvessem formando uma solugdo. A seguir, a temperatura foi diminuida até
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alcangar 25°C e deu-se inicio a etapa de cristalizacdo. Estes ensaios foram
realizados em dois reatores encamisados diferentes. Volumes de 20 mL das
solugbes de concentracdo inicial 250 mg/l. e 150 mg/L foram submetidas a
agitacdo magnética em reator de 5 cm de aitura e 3 cm de didmetro durante 20 h,
enquanto um volume de 30 ml. da solug@o de concentragao inicial 150 mg/mL foi
submetido a 4 h de agitacao mecéanica a 260 rpm em um agitador lka Labortechnik
(Alemanha) com impelidor de pas inclinadas (45°) de 3 c¢m posicionado a 1/3 do
fundo de um reator de 5,5 cm de altura e 3,5 cm de didmetro. As solugdes de
equilibrio foram filtradas em membranas de 0,45 um de poro e diluidas para se
atingir concentragdes dentro da faixa linear da curva de calibracdo da andlise por
CLAE que se seguiu. Os sdlidos foram colocados numa estufa com circulagéo de
ar Nova Etica (Brasil) a 35°C durante 30 min para eliminagdo dos residuos de
solvente e, a seguir, tiveram suas massas medidas em balanca semi-analitica
Quimis modelo Q-500L210C (Brasil). A partir dos cristais formados foram
preparadas solucbes de aproximadamente 50 mg/mL e suas composicdes foram
analisadas por CLAE. Rendimento (massa cristalizada por massa de S-cetamina
acima da saturacdo na alimentac@o) e produtividade (massa de S-cetamina

cristalizada por volume de cristalizador por tempo) foram estimados.

3.10. Analises quantitativas e qualitativas por CLAE

Em um CLAE da Waters (EUA), com uma coluna de 0,77 cm de diametro
e 20 cm de comprimento, com fase estacionaria de friacetato de celulose
microcristalina (MCTA), as determinacdes foram realizadas utilizando método
implementado pelo Laboratério de Biosseparagdes do DPB-FEQ-UNICAMP,
coordenado pelo Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana, baseado no trabalho de
Blaschke (19868). O volume de amostra foi de 20 ul e alcool etilico anidro foi

utilizado como fase mével a uma vazao de 1,0 mL/min.

Solucdes de mistura racémica com concentracées variando de 0,25 g/l a
145 g/L foram preparadas e injetadas no cromatografo para a construcdo da curva
de calibragdo. A fim de checar se existia uma diferenca significativa entre os
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comprimentos de onda 254 nm e 245 nm, realizou-se um Teste t Pareado
utilizando o “software” Origin.
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CAPITULO 04

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo do tipo de cristal formado

Os experimentos previstos para caracterizagdo do tipo de cristal formado
pela mistura racémica da cetamina foram a espectroscopia de infravermelho, a
difragdo de raios-X e a determinacdo das curvas de solubilidade a diferentes
temperaturas, que foram realizadas para o racemato e para os enantidmeros
DUros.

Segundo Rustichelli ef al. (1999), as comparacdes por superposicio tanto
dos espectros de infravermelho como dos difratogramas de raios-X, indicam o tipo
de sistema formado pois, para cada espectroscopia, estes espectros serdo
idénticos para o enantibmero puro e para o racemato apenas no caso deste ser
um conglomerado.

No caso das solubilidades, de acordo com Jacques et al. (1981), um
conglomerado possui solubilidade igual 2 soma das solubilidades dos
enantidmeros puros correspondentes. Diferentemente da situacdo para
conglomerados, a solubilidade de um compostc racémico ndc esta diretamente

relacionada com a de seus enantidbmeros, podendo ser maior ou menor.
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Quando os espectros sdo diferentes e a solubilidade do racemato ndo é o
dobro da solubilidade dos enantidbmeros, o cristal formado &€ um composto
racémico, ou seja, € uma combinacio dos dois enantibmeros. Existe ainda a
possibilidade deste racemato ser um polimorfo de um conglomerado, ou cristais
com solvente incorporado, porém, quando as amostras s&o isoladas em condicdes
similares, esta possibilidade & minimizada (Wood, 1997).

4.1.1. Espectroscopia de infravermelho

Os especiros de infravermelho da S-cetamina e da mistura racémica no
estado sdlido (Figura 4.1) apresentaram picos semelhantes, relacionados as
vibragGes das principais ligacdes entre os componentes da amostra. As vibragoes
alifaticas C-H estao representadas na regido entre 3000 e 2850 cm” do espectro,
sendo as vibragbes relativas ao hidrogénio aromatico as situadas préximas do
ntimero de onda 3000 cm™, assim como as referentes ac numero de onda 2800
cm” s@o atribuidas aos grupos metil. Qutro pico de destaque em ambas amostras
é o referente ao nimero de onda 1700 cm™, que é atribuido as ligagdes dos
grupos carbonila.

No entanto, distintas vibragdes séo presentes principalmente préximos ao
ndmero de onda 2900 cm™ (dentro da faixa correspondente aos grupos alifaticos),
proximo a 3400 cm™ (referente a ligagdes N-H), e na faixa entre 700 e 800 cm”
devido as ligacdes C-Cl Além disso, pequenas diferencas na faixa
compreendendo do nimero de onda 1500 a 700 cm™ confirmam que ha diferenca
entre as substancias, 0 que ndo ocorre quando espectros dos dois enantidbmeros
puros s&o sobrepostos. De acordo com o afirmado por Rustichelli ef al. (1999) e
Wood (1997), estas diferencas nos espectros obtidos para a mistura racémica e
para 0s isdbmeros puros indicam a que a mistura equimolar dos enantiémeros da
cetamina no estado solido € um composto racémico.

As vibragOes diferenciadas de algumas ligagbes sugerem que diferentes
empacotamentos das moléculas ocorrem na formacio dos cristais, e a estes
diferentes tipos de organizagdo das moléculas no estado sdélido podem ser
atribuidas as diferencas nas propriedades fisicas destas substancias.
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Figura 4.1 — Espectro de infravermelho ATR da mistura racémica (especiro
superior} e do enantibmero S-cetamina (espectro inferior) obtidos com filme
formado sobre o elemento de ATR (cristal de germanio).
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4.1.2. Difracdo de raios-X

Qs principais picos obtidos na difragdo de raios-X, que apresentaram
intensidade relativa acima de 10%, est2o listados na Tabela 4.1. Nos
difratogramas, a posi¢éc dos angulos de varredura onde os principais picos (em
termos de intensidade relativa) foram encontrados ndo s&o coincidentes para a
mistura racémica e o enantidbmero S (Figura 4.2). O angulo de difragéo 20 é

determinado pelo espacamento entre um conjunto de planos do cristal.

A diferenca entre 0s espectros também pode ser visualizada pela
diferenca de intensidade dos picos, sendo que esta intensidade das linhas
depende do tipo e numero de centros de reflexao de atomos que existe em cada
conjunto de planos do cristal (Skoog, 1985). As diferengas de localizagdo entre os
picos de maior intensidade de cada amostra, entre os picos de segunda maior
intensidade e assim sucessivamente, confirmam a existéncia de empacotamentos
distintos dos cristais sugerida pela espectroscopia de infravermelho, e seguindo o
afirmado por Rustichelli ef al. (1999) e Wood (1997), os difratogramas obtidos para
a mistura racémica e para os isdmeros puros indicaram que o cristal formado é um
composto racémico.

O menor numero de linhas significativas do espectro da mistura racémica
pode ser atribuido a uma maior cristalinidade deste sélido, j& que um menor
nuamero de planos foi encontrado na amostra. Da mesma forma, devido a maior
quantidade de planos do enantidbmero puro, pode-se concluir que este forma um
sélido amorfo, quando comparado a mistura racémica. Esta caracteristica denota
uma maior organizagdo dos cristais de mistura racémica, resultando numa maior
estabilidade desta substancia, que pode ser responsavel pela diferenga das
propriedades fisicas dos enantidmeros em relacio a mistura equimolar destes dois
isémeros.
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Tabela 4.1 — Principais™ angulos de varredura da difrag&o de raios-X para o
enantibmero S-cetamina e a mistura racémica.

escala relativa (%)

angulo (20) S-cetamina RS-cetamina
12,36 30,64 -
12,42 - 100,00
13.46 24,53 -
14,88 100,00 -
15,86 13,82 -
16,66 12,70 -
19,62 24,16 -
2076 53,18 -
23,34 12,95 -
23,80 47,07 -
24,90 e 58,65
26,16 40,44 -
26,64 11,96 -
2718 20,92 -
28,34 14,69 -
30,38 12,45 -
32,36 11,58 -
33,08 12,08 -
33,70 18,80 -

* Estao representados os picos que apresentaram intensidade relativa acima de 10%.
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Figura 4.2 — Difratogramas de raios-X da mistura racémica (espectro superior) e
do enantidbmero S-cetamina (espectro inferior). Velocidade de 0,020°s, radiacéo
de Ka-Cu de comprimento de onda de 1,5406x10-'° m e rotagdo do corpo de
prova de 40 rpm.
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4.1.3. Determinacédo de solubilidade

Primeiramente, por meic de experimentos cinéticos, determinou-se um
tempo minimo para que se pudesse considerar que, no sistema utilizado para a
determinacdo de solubilidade, o equilibrio tivesse sido alcancado (Figura 4.3).
Observando as cinéticas de solubilidade nas temperaturas de 5 e 25°C para os
trés compostos, pode-se notar que a partir do tempo de aproximadamente 10 h,
em todos os casos, as solugdes ja haviam atingido o equilibrio.

Na cinética de solubilidade da mistura racémica a 5°C foi encontrado, a
um fempo de contato curto (3 h), um ponto de solubilidade aita em relacdo a
solubilidade para tempos maiores. Este comportamento também foi observado no
trabalho de Bernardo et al. (2003), que atribuiram este fato a existéncia de
polimorfismo. Porém, uma vez que o cbjetivo destes ensaios era a obtengao da
solubilidade no equilibrio, ndo foi dada maior atengao a este fato, que aconteceu
antes do tempo padronizado como 0 tempo necessario para as solugdes atingirem
o equilibrio.

A partir destas cinéticas, foi estabeiecido o intervaio de 20 h como o tempo
necessario para as solucbes atingirem o equilibrio e, com este tempo de equilibrio,
se fez as determinacdes de solubilidade das temperaturas restantes.

Determinaram-se eni&o as solubilidades dos trés compostos nas
temperaturas de 10, 15, 20, 30, 35 e 40°C e uma curva de solubilidade em fungéo
da temperatura foi construida (Figura 4.4). As solubilidades da mistura racémica
foram maiores que as solubilidades dos enantidmeros e estas, por sua vez, foram
coincidentes entre si. No entanto, as solubilidades do racemato n&o foram o dobro
das solubilidades dos enantidbmeros, o que seria a indicacdo da formacgdo de
conglomerado pela cetamina.

Uma utilidade da curva de solubilidade € também indicar, através da sua
inclinag@o, qual a melhor forma de se atingir a supersaturacéo para determinado
sistema, ao se projetar o processo de cristalizacdo. Nyivt et al. (2001) afirmam
que, para substancias que possuem curvas de solubilidade com dependéncia
moderada em relacdo & temperatura, a supersaturacdo pode ser gerada por
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Figura 4.3 - Cinéticas de solubilidade da cetamina: mistura racémica a 5°C (a), a
25°C (b); enantibmero S a 5°C (¢) e a 25°C (d) e enantibmero R a 5°C {e) e a
25°C (f). Concentracdo de cetamina na suspensdo inicial, de 50 a 150 mg/mL.
Dados em triplicata; barras indicam desvio padro.
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resfriamento da solugdo. Assim, no caso da cetamina, a inclinagao das curvas de
solubilidade em funcéo da temperatura permite inferir que ha a possibilidade do
uso de resfriamento como estratégia de cristalizacéo, tanto dos enantibmeros R e

S quanto do racemato.
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Figura 4.4 — Solubilidade em etanol anidro da mistura racémica de cetamina (),
S-cetamina (1), e R-cetamina (A). Dados s&o médias de 4 a 7 repeticbes; desvio

padrac < 0,007 g/g.

Como conclus@o destes estudos de determinacdo do tipo de cristal
formado, pode-se afirmar que a diferenca encontrada entre as solubilidades do
racemato e dos enantidmeros puros, assim como a diferenca entre os espectros
de infravermelho e os difratogramas de raios-X s&o indicacbes da cetamina formar

um composto racémico.
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4.2. Determinacao do diagrama de solubilidade

Devido & escassez de cetamina e uma vez que o diagrama de solubilidade
pode ser determinado parcialmente para um dos isdmeros em excesso
(compreendendo a faixa entre a mistura equimolar até o enantidmero puro), e esta
por¢cdo do diagrama € simétrica a faixa que compreende o excesso do outro
isbmero, 08 ensaios de determinacio do diagrama de solubilidade foram
realizados com o enantidmero R em excesso. Ja os ensaios de cristalizacdo em
batelada foram realizados com excesso do isdmero S.

4.2.1. Experimentos preliminares

Curva de calibracdo da CLAE e cinética de cristalizacio foram realizados
como estudos preliminares aos ensaios para determinacéo do diagrama de fases.
A cinética de cristalizagdo forneceu o tempo necessario para que os cristais
formados alcancassem o equilibrio com a solucdo. Ja a construcao das curvas de
calibragéo e o teste estatistico comparativo realizado confirmaram 245 nm como ©

comprimento de maior absorgao para a cetamina nas analises de espectroscopia

na faixa de luz ultravioleta. ! Y \ o 5 gi fa&
%&gu@ﬁ@;giwﬁ?
4.2.1.1. Curva de calibrac&o g;ggfﬁ\@ cl

Os trabaihos contendo as analises por espectroscopia de absor¢c&o nas
faixas dos espectros ultravioleta e visivel de cetamina encontradas na literatura,
divergem quanto ao comprimento de onda utilizado. Rofael e Abdel-Rahman
(2002) utilizaram como comprimento de onda 225 nm, Yanagihara et al. (2000)
optaram por 215 nm, enquanto Svensson e Gustafsson (1996) utilizaram 220 nm
como comprimento de onda. No meétodo implementado pelo Laboratério de
Biosseparagdes do DPB-FEQ-UNICAMP baseado no trabalho de Blaschke (1986),
é utilizado o comprimento de onda 254 nm. Nas determinagdes de solubilidade

realizadas na primeira etapa deste trabalho, 245 nm se mostrou ¢ comprimento de
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onda de maior absorgéo para a cetamina e, por este motivo, foi utilizado até o

momento.

Para checar se existe diferenca significativa entre as medidas feitas nos
comprimentos de onda 245 e 254 nm, foram construidas curvas de calibracéo
para ambos comprimentos de onda (Figura 4.5). As curvas de calibragéo
construidas contém o resultado da variagdo da area do pico obtido por integragao
no “software” Breeze (Waters, USA) em funcdo da concentracéo de cetamina.

A 245 nm (Figura 4.5b), a sensibilidade se mostrou maior que a 254 nm
(Figura 4.5a) e os dois comprimentos de onda apresentaram linearidade na
relagdo conceniracdo versus area do pico. Além disso, os valores de R?
encontrados foram semelhantes.

Um ponto que deve ser destacado € a diferenca entre a inclinacéo das
curvas dos dois enantidmeros, que ndo era esperada. Para os dois comprimentos
de onda verificados, a R-cetamina apresenta uma sensibilidade maior que a S-
cetamina, podendo esta diferenca de sensibilidade levar a incertezas no método
analitico utilizado.

A seguir, realizou-se um Teste t Pareado para avaliar se a diferenca de
absorcéo da cetamina nos comprimentos de onda estudados resulta em valores
de concentracdo considerados estatisticamente diferentes. Este teste compara os
valores das areas obtidas nos dois comprimentos de onda para cada
concentracdo utilizada. O resultado do Teste t Pareado, a um nivel de 95% de
significancia (Quadro 4.1), indicou que os valores de concentragao obtidos para os
comprimentos de onda utilizados ndo diferem significativamente entre si.

Assim, optou-se que o comprimento de onda a ser utilizado no método
analitico utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) fosse 245 nm,

mantendo as condicdes utilizadas nos ensaios anteriores.
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Figura 4.5 — Curvas de calibragdo da mistura racémica de cetamina. (a)
Comprimento de onda de 254 nm. Dados para S-cetamina (¢). coeficiente
angular, 1942210,273; coeficiente de correlagdo, 0,997. Dados para R-cetamina
([0): coeficiente angular, 1687024,373; coeficiente de correlagdo 0,893. (b)
Comprimento de onda de 245 nm. Dados para S-cetamina (¢). coeficiente
anguiar, 3824588,748; coeficiente de correlagdo, 0,997. Dados para R-cetamina
(C1): coeficiente angular, 3294956,246; coeficiente de correlacéo 0,994.
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Quadro 4.1 — Teste t pareado

Paired t-Test on Datal col(nm254) and col{nm243):
Data Mean Variance N

nm 254 47,26909 0,88611 11

nm 245 47,06455 0D,62077 11

t = 1,3086

= 0,21962

At the 0,05 level,

|the two means are NOT significantly different. ]

4.2.1.2. Cinética de cristalizacdo

De forma semelhante a aplicada nos experimentos de solubilidade,
anteriormente a coleta de dados de equilibrio para a construgdo do diagrama de
fases, foi determinado, através da cinética de cristaliza¢go, o tempo necessario
para que o equilibrio fosse atingido (Figura 4.6). Pode-se considerar que a massa
de cetamina presente na solugio permanece constante apés 30 h a 25°C. A partir
da constatagdo deste comportamento, foi padronizado 30 h como o tempo
necessaric para que 0s cristais estivessem em equilibrio com a solugdo-mée.
Este tempo de equilibrio foi utilizado nos experimentos de localizacdo do ponto
eutético e na coleta de dados para a construgdo parcial do diagrama de fases.

4.2.2. Determinacao do ponto eutético

Primeiramente, foram estudados os comportamentos de cristalizacgo a
partir de solugbes com proporgdes RS iniciais de 90:10, 80:20 e 70:30 cujas
composigdes dos cristais formados por resfriamento foram analisadas. Verificou-
se que as duas primeiras composigdes resuitaram em cristais somente do
enantidbmero R, enquanto a terceira composi¢&o resultou na formagao de cristais
contendo os dois enantidbmeros. Assim pode-se perceber que o ponto eutético
estava localizado entre as proporgdes 80:20 e 70:30.
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Figura 4.6 — Determinacgdo do tempo de equilibrio da cristalizacdo de solugbes
com proporcdes dos enantibmeros R:S de 80:20 a 25°C. Concentracdo de
cetamina na suspenso inicial, 300 mg/mL.

A seguir, fez-se um refinamento da localizag¢do do ponto eutético,
realizando cristalizacdes para as proporcdes 72:28, 74:26, 76:24 e 78:22 ¢, como
feito anteriormente, analisando-se as fases solidas formadas. A composicdo dos
cristais mostrou que 0 ponto eutético estava entre 74:26 e 76:24. A seguir,
obtendo-se cristais também para a propor¢éo inicial de 75:25 foram encontrados
resultados distintos enire cinco replicatas (Tabela 4.2): trés delas apresentaram
concentragbes por voita de 99% do enantibmero R e as outras duas repeticdes
resultaram em cristais com aproximadamente 85% de concentracio de R. Esta
diferenca pode ser atribuida & instabilidade do sistema préximo ao ponto eutético,
devido a inclinacdo da curva de solubilidade nesta regido, onde pequenas
diferencas de composicdo da solucdo inicial podem acarretar diferencas na
composicao dos cristais. O mesmo ndo aconteceu para as proporgdes 74:26 e
76:24 que formaram, respectivamente, cristais somente da mistura racémica e

somente do enantimero R. Pode-se afirmar entdo, que o ponto eutético do
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diagrama de solubilidade para o sistema S-cetamina/R-cetamina/etanol esia
localizado na proporgéo R:S de 75:25.

Tabela 4.2 — Composi¢cdo dos cristais formados por solucdes de proporgao inicial
75:25 de R:S a 25°C.

Cristais formados
Batelada # S (%) R (%)
1 1,13 98,87
2 0,91 99,09
3 1,30 98,70
4 12,35 87,65
5 18,37 81,63

4.2.3. Determinac¢ao do diagrama de solubilidade

A fase liquida que estava em equilibrioc com os sdlidos resuitantes dos
ensaios de cristalizacdo realizados para a localizac@o do ponto eutético teve sua
composicao analisada por CLAE. A seguir, foram realizados outros experimentos
de cristalizac&o com diferentes proporcdes de R:S na solugdo-mée (100:0, 955,
85:15, 65:35, 60:40, 55:45, 50:50 e 0:100) cujas fases liquidas também tiveram
suas composicdes determinadas por andlise de CLAE. A partir das concentragdes
de equilibrio de R-cetamina, S-cetamina e etanol foram obtidos pontos do
diagrama que foi plotade de duas formas para melhor visualizacdo: diagrama
terndario e diagrama retangular (Figura 4.7).

Por apresentarem valores de solubilidade relativamente altos, a cetamina
em etanol anidro gera pontos acumulados na extremidade superior quando ©
diagrama é plotado na forma triangular (Figura 4.7a), dificultando sua visualizago
e andlise. Por este motivo, foi plotado também o diagrama retangular (Figura
4.7b). Pode-se observar pontos experimentais dentro da tendéncia de um
diagrama de fases ideal para um sistema que forma compostos racémicos.
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Figura 4.7 — Diagramas de equilibrio do sistema R-cetamina/etanol/S-cetamina a
25°C representados nas formas ftriangular (a) e retangular (b). Dados
experimentais: concentragtes de equilibrio (¢ ) e composicdo do ponto eutético em

a (- - -). Guia visual de tendénciaem b (—).
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Os pontos préximos ao ponto eutético apresentam os maiores valores de
desvio padrao. Como discutido anteriormente, este fato pode ser atribuido a
instabilidade da regido proxima ao ponto eutético, onde pequenas diferencas de
composicdo da solugdo podem acarretar mudancas na composi¢cdo dos cristais
formados, devido & grande inclinagdo da curva de solubilidade nessa regiao.

Segundo Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002), erros maiores que 2,5% na
determinacdo de dados de equilibrio, sdo, na maioria das vezes, causados pela
utiizagao de quantidades muito pequenas de solutos e solventes, o que torna a
separacéao de fases dificil. Em estudos do processo de cristalizacdo, normalmente
trabalha-se acima da saturacdo da solugdo. No caso da cetamina, foram
observados valores relativamente altos de solubilidade, 0 que implicou em grande
quantidade de amostra utilizada para atingir esta supersaturacdo. Dessa forma,
neste trabalho 0s ensaios foram realizados com pequenos volumes de soiucéo,
devido a limitada quantidade de amostra disponivel, e ndo foi possivel a execugéo
de experimentos utilizando maiores volumes de amostra visando a obteng¢do de
maiores precistes. As dificuldades encontradas corroboram ¢ trabalho de Lorenz
e Seidel-Morgenstern (2002) que concluiu qgue a estimativa dos equilibrios de fase
do diagrama ternario de solubilidade provou ser um processo que necessita de
alto consumo de amostras e tempo.

Outro fator que pode ser causador de erros foi o método utilizado para a
andlise das concentracbes dos enantibmeros. Os enantibmeros puros
apresentaram comportamentos diferentes na absorgéo de luz ultravioleta, sendo a
R-cetamina mais sensivel ao comprimento de onda utilizado, o que acarretou um
erro sistematico gque resultou em solubilidades maiores e pode ter causando um
pequeno deslocamento do diagrama de solubilidade para cima. No entanto, este
método analitico teve sua reprodutibilidade avaliada e apresentou um coeficiente
de variacdo de somente 0,3%.
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4.3. Ensaios de cristalizagdo em batelada

A fim de estimar rendimento e produtividade da etapa de cristalizacéo
foram realizados 0s ensaios em batelada. As concentracdes iniciais (Conc. tnicial)
das solucbes dos ensaios de cristalizacdo em reatores com temperatura
controlada, assim como os tipos de agitag@o utilizados, as massas recuperadas
(massa recup.} em cada um desses ensaios e 0s respectivos rendimentos e
produtividades entdo representados na Tabela 4.3, Os rendimentos foram
calculados através da massa do enantibmerc S recuperado em relacdo a massa
de S que estava acima da solubilidade da soluc&o de proporgéo 80:20 de S:R (110
mg/mL). A produtividade esta representada em termos de massa recuperada por
volume de reator por tempo de operacéo.

Tabela 4.3 — Parémetros operacionais dos ensaios de cristalizag8o de solugdes
de proporgao inicial 80:20 de S:R a 25°C.

Conc. Massa . . .
Ensaio inicial V?;;’S e Agitagdo t{h} recup. Rend{:ojrg)ento Proc(i;/ifﬂv;:)fade
(/L) (g}
1 250 20 magnética 20 1,9302 68,80 482
2 150 20 magnética 20 0,5753 71,91 1,44
3 150 30 mecinica 4 0,7820 65,17 6,51

* Rendimento (%) = massa de S recuperada / massa de S acima da solubilidade.

Uma vez que o diagrama de solubilidade foi determinado utilizando
cristalizacdo por resfriamento, mas com a solugdo-mé&e em repouso, o tempo
necessario para o equilibrio ser atingido utilizando-se agitacdo nio € conhecido.
Entéo, os ensaios 1 e 2 foram realizados durante o tempo de 20 h para garantir
que o equilibrio havia sido alcangado. No entanto, o monitoramento visual do
processo verificou a formacgao de cristais em tempos menores que 1 h para ambos
os ensaios (1 e 2), independentemente da concentragdo inicial. A opgdo por um
tempo de operacac longo acarretou em uma diminuicdo da produtividade. Para
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minimizar esta gueda da produtividade, no ensaio 3 o tempo de operacgao utilizado
foi de 4 h, e a comparagdo desta batelada com o ensaio 2, de mesma
concentracdo inicial e rendimentos semelhantes, revela que a diminuigado do

tempo de operacao levou a um aumento de produtividade.

Apesar do pequeno tempo de inducao do ensaio 1, que utilizou a solugao
inicial de maior concentragdo, os cristais obtidos se mostraram um p6 fino, como

mostrado nas fotos de microscopia 6tica apresentadas na Figura 4.8.

Figura 4.8 — Cristais formados por cristalizacdo em batelada de 20 mL a 25°C sob
agitagdo magneética. Concentracao inicial de 250 g/L e tempo de operagéo de 20
h (ensaio 1).

O reduzido tamanho dos cristais foi atribuido a alta supersaturacao da
solucéo inicial, uma vez que grandes valores de supersaturacio levam a alta taxa
de nucleacao (Mullin, 2001). Com a formacao de varios nucleos, a massa a ser
cristalizada € distribuida, sendo a obtengdo de cristais pequenos uma
caracteristica de sistemas com alta supersaturacgéao.

Entretanto, os resultados do ensaio 2, que utilizou as mesmas condigbes
de agitacao, tempo de operac¢ao e volume de reator, mas com concentracao inicial
menor, ndc confirmaram a suposigéo de que o pegueno tamanho dos cristais era
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conseqiiéncia da alta supersaturagdo. Partindo-se de uma solugdo inicial de
concentracdao 150 g/L, alguns dos cristais obtidos se mostraram maiores que os

anteriores, mas a dimensao dos cristais obtidos continuou pequena (Figura 4.9).

Figura 4.9 — Cristais formados por cristalizacao em batelada de 20 mL a 25°C sob
agitacdo magnetica. Concentracéo inicial de 150 g/L e tempo de operacéo de 20
h (ensaio 2).

Os cristais menores apresentaram forma esférica, enquanto os cristais
maiores apresentaram uma forma alongada, assemelhando-se a paralelepipedos
ou cilindros. No entanto, alguns dos cristais maiores apresentaram sinais de
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ruptura, sugerindo que a agitacdo magnética, devido a alta rotacdo, estava
quebrando os cristais. Essa quebra dos cristais leva a nucleagdo secundaria, a
qual, da mesma forma que a nucleagdo primaria ocorrida no primeiro ensaio, &

responsavel por um impedimento no crescimento dos cristais.

As conceniragdes iniciais dos trés ensaios realizados estavam acima da
solubilidade da mistura racémica a 25°C (126,8 g/L), sendo esta supersaturagéo
um pré-requisito necessario para a ocorréncia da nucleagéo, a etapa inicial da
cristalizagdo. Como a supersaturagdo da solugdo preparada para o ensaio 1 foi
maior que as dos outros dois ensaios, € justificavel que a massa recuperada seja
significativamente maior. A mesma abordagem pode ser utilizada para explicar a
maior produtividade quando os ensaios 1 e 2 sdo comparados. Uma vez que oS
dois foram realizados durante o mesmo tempo, a maior supersaturacdo do
primeiro (123,2 g/L) resultou em uma maior produtividade que o segundo ensaio
(supersaturacéo de 23,2 g/L).

Quanto ao tamanho dos cristais, a utilizagcdo da agitagdo mecanica
possibilitou a obtenc@o de cristais maiores que os obtidos quando a agitacéo
magnética fol empregada (Figura 4.10). O tempo de inducdo deste ensaio (por
volta de 3 h), maior que o do ensaio 2, apesar deste Ultimo ensaio possuir a
mesma concentracao inicial, reforca a hipdtese de que a agitacdo magnética foi a
responsavel por rupturas nos cristais, resultando numa nucleagéo secundaria e,
consequentemente, em cristais de tamanho reduzido. Dessa forma, a agitacéo
mecanica se mostrou vantajosa em relag2o a agitagdo magnética, uma vez que
foram obtidos rendimentos semelhantes para os dois ensaios de mesma
concentragao inicial.

Os ensaios de cristalizacdo em batelada possibilitaram um conhecimento
inicial do processo com a obtencéo de cristais de tamanho satisfatorio, e os
rendimentos ainda podem ser otimizados. Uma vez que este trabalho trata de
estudos preliminares da etapa de cristalizac¢2o, nao foi determinada uma condi¢éc
6tima para realizacdo destes ensaios, obtendo-se apenas uma estimativa dos
valores de rendimento e produtividade do processo, n8o estando os estudos
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concluidos ou esgotados. Com a aplicagdo de conhecimentos de tecnologia de
cristalizagdo, maicres valores de rendimentios e produtividades podem ser

alcangados.

[T |

200 pm

Figura 4.10 — Cristais formados por cristalizacdo em batelada de 30 mL a 25°C

sob agitagdo mecanica de 260 rpm. Concentragao inicial de 150 g/L e tempo de
operacao de 4 h (ensaio 3).

Nestas estimativas de rendimento e produtividade, ndo foi considerada a
etapa de concentragdo da solugdo proveniente do leito movel simulado. Esta
concentracao é necessaria para que a cristalizagao por resfriamento seja possivel,
ja que no trabalho de Santos (2003), a concentracao final do rafinado contendo a
S-cetamina é de 5 g/L, 30 vezes menor que a concentragéo inicial da etapa de
cristalizacdo realizada. No entanto, por frabalharem com solucdes diluidas, os
processos de cromatografia fregiientemente estio associados a etapas de
recuperacao dos solventes utilizados. Dessa forma, considerou-se que a etapa de
concentracao anterior a cristalizacdo esta envolvida na operagédo do leitc movel
simulado, nao sendo avaliado se esta etapa exerce alguma influéncia no
rendimento e produtividade da cristalizagao.
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CAPIiTULO 05

CONCLUSAO E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1. Conclusdes

aj

b)

c)

d)

As diferengas entre os espectros de infravermelho e entre os difratogramas
de raios-X obtidos para os enantidmeros e para a mistura racémica da
cetamina indicaram que o cristal formado € um composto racémico.

A curva de solubilidade versus temperatura também indicou a formacao de
composto racémico, devido a diferenca cobtida de solubilidades entre os
enantidmeros e a mistura racémica da cetamina, ja que segundo Jacques
(1981), para conglomerados a solubilidade do racemato € o dobro da
solubilidade dos enantidbmeros puros, o que nao foi o caso dos dados

determinados.

A curva de solubilidade permite inferir que a cristalizacéo por resfriamento
pode ser utilizada para construcéo do diagrama de fases.

A determinac&o do ponto eutético (75:25) também indicou que o racemato
de cetamina era um composto racémico, ja que conglomerados sempre
possuem na composi¢do do ponto eutético a mesma propor¢do dos dois
enantidmeros, © que néo ocorreu para a cetamina em etano! anidro.
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e)

A localizacgo do ponto eutético no diagrama de solubilidade indicou que,
obtendo-se uma pureza de extrato ou refinado proveniente do LMS acima
deste valor (75%), sera possivel o acoplamento de uma etapa de
cristalizacao que fornecera somente um dos enantibmeros na forma sélida.
O diagrama parcial de solubilidade para o sistema S-cetamina/etanol/R-
cetamina foi construido para propor¢cdes de predominantemente R-
cetamina. No entanto, esse diagrama é simétrico, e pode ser aplicado para
formacao de cristais de S, quando este esta em excesso.

Os ensaios em batelada resultaram em cristais de S-cetamina com pureza
enantiomérica de 100,00%, enquanto que para 0s ensaios em menor
escala e sem agitacdo feitos anteriormente esta pureza foi no maximo
99,52%, indicando gue a cristalizacao de somente um dos enantibmeros a
partir de misturas parcialmente resolvidas & factivel. Rendimentos de
71,91% e produtividade de 6,51 g/L h foram obtidos, no entanto, deve-se
ressaltar que ndo se fez otimizacdo do processo.

Assim, o trabalho alcangou seu objetivo de fornecer informagdes suficientes

para o acoplamento dos processos de cromatografia em leito mével simulado e

cristalizacao.

5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

Para a continuagéo do estudo da etapa de cristalizacdo a ser acoplada a

jusante do leito movel simulado sugere-se:

a)

A determinac&o do diagrama de solubilidade a temperaturas menores que
25°C, para que a diferenca de temperatura aplicada no resfriamento seja
maior, aumentando a supersaturacdo. Dessa forma, a concentragéo por
evaporagédo da solucao proveniente do leito movel simulado pode ser
minimizada, uma vez que a conceniragdo inicial da cristalizacdo podera

ser menor.
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b)

d)

f)

Ensaios em reatores de maiores volumes e aplicacgo de conhecimentos
de tecnologia de cristalizagdo, como determinagdo da cinética de
cristalizacao e otimizagcdo das condicbes de agitacido, para se alcancar
tamanho de cristais, distribuicdo de tamanhos de cristais, rendimento e
produtividade adequados.

Avaliacdo de produtividade da etapa de cromatografia, para posterior
determinacdo da produtividade do processo global e comparacao entre a
producao utilizando somente LMS e a produg¢@o através do acoplamento
das duas operacbes unitarias.

Emprego de evaporagdo do solvenie como método de obtencdo da
supersaturagdo, eliminando-se o gasto de energia no resfriamento, uma
vez que a evaporagao é utilizada na recuperagéo do solvente no LMS.

Determinacdo de diagramas de solubilidade para a cetamina utilizando
DSC para a comparagdo dos métodos, como sugerido pelo trabalho de
Lorenz e Seidel-Morgenstern (2002). Posteriormente, o uso do DSC para
a determinagéo do diagrama de solubilidade podera ser estendido para
outras substancias quirais.

Tentativa de mudanga de solvente, uma vez que o tipo de cristal formado

depende do solvente empregado na solucéo.
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