Wi,

Y

UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

AREA DE CONCENTRACAO: DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS
BIOTECNOLOGICOS

CROMATOGRAFIA CONTINUA EM LEITO MOVEL SIMULADO
PARA A PURIFICACAO DOS ENANTIOMEROS DO N-BOC-
BACLOFENO-LACTAMA

Autor: Eng. Vinicius de Veredas

Orientador: Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana

Tese de doutorado apresentada a Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP,

como parte dos requisitos exigidos para a obtencdo do titulo de Doutor em

Engenharia Quimica.

BIBLIOTEDA DENTRAL |

Campinas — Sio Paulo BESENMVILVIMENTG

Abril de 2005 AN TN

Lnlfa i pap

i



umowgtj)ﬁ}_____

N°CHA ADA:
7 CU NI M
\/ 535,

=d.
TOMBO BC/ FATNS
procLG. A4S - O
el © -‘:&'J
precO J 4, O
pata 4~ L- O 3+
BB _HOG O 3

~

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE - UNICAMP

Veredas, Vinicius de

V585¢c Cromatografia continua em leito mével simulado para a
purificacio dos enantidmeros do N-Boc-baclofeno-lactama /
Vinicius de Veredas.—-Campinas, SP: [s.n.], 2005.

Orientador: Cesar Costapinto Santana
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Engenharia Quimica.

1. Cromatografia contracorrente. 2. Quiralidade. 3.
Enantiémeros. 4. Cromatografia liquida. 5. Adsorgiic. 6.
Quiralidade — Aplicacdes industriais. 1. Santana, Cesar Costapinto.
II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia
Quimica. IT. Titulo.

Titulo em Inglés: Continuos chromatographic in simulated moving bed to

purification of enantiomers N-Boc-baclofen-lactan
Palavras-chave em Inglés: Simulated moving bed, Chiral resolution, Preparative chromatography,
N-Boc-baclofen-lactam
Area de concentragio: Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos
Titulagdo: Doutor em Engenharia Quimica
Banca examinadora: Elcimar da Silva Nobrega, Sergio Pérsio Ravagnani, Quésia Bezerra Cass e
Bras Heleno de Oliveira
Data da defesa: 18/04/2005

il



Tese de Doutorado defendida por Vinicius de Veredas ¢ aprovada em 18 de abril de

2003 pela banca examinadora constituida pelos doutores:

S A

Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana

1

# ""”x”‘x';w”‘wﬁ
{ Dr.Eltimar da Silva Nobrega

. =
_ s i
S o : o

it i f‘-‘{ o
s *ﬁ ?ﬁv“

o o
g
.{g*‘g o J

Prof. Dr. Sezgm Fessw Ravagnam

Prof. Dr. Bras ..;eieno de Oliveira

‘i



Fiste exemplar corresponde 4 versfio final da Tese de Doutorade em Engenharia
Quimica defendida pelo Engenheiro Quimico Vinicius de Veredas e aprovada pela

comissdo julgadora em 18 de abril de 2005.

éﬁwsw% %Aﬁﬁm&m

Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana {Orientador)




Dedico este wrabolho o minhe amada esposa Ane Caroling, a
minka querida mie Flauzina, ao meu irmdo Ernesto Guevara e o

memdric de meu amado pai Francisco de Assis Pinheiro.

Vit



AGRADECIMENTOS

A Deus, que nos deu sabedoria para descobrirmos nossa vocaglo, forea para Superarmos os

ohstdculos tormande um sonho reahidade.

A minha Mie Flauzina, pelo amor, incentive, dedicaciio constante e pelo exemplo de forga

e cotagem que tenho recebido em todos os momentos de minha vida.

Ao meu irmio Bmesto Guevara de Veredas, sempre me apoiando nos momentos mais

diffeeis.

A Ana Carolina, pelo amor e carinho a mim dedicado. Por estar sempre ao meu lado na

elaboragio deste trabalho, sempre confiante, ndo deixando que eu esmoreca.

Ao Prof. Cesar Costapinto Santana, que se revelou mais que um orieptador, um grande
amigo, sempre prestativo, me ajudando nas viarias etapas deste trabalho sugerindo e

orientando.

Ao Marco A, Garcia dos Santos, pela amizade € pelas valiosas dicas na conclusio deste

trabalho,

Ao colega Marcos José Souza Carpes, pela amizade e pelo suporte constante a este projeto,

na busca de solucdes para as adversidades do cotidiano do laboratorio.

Ao meu primo Wilson D, J. Coimbra, pela amizade, acolhida generosa em Campinas ¢ a

paciéneia a mirmn dispensada ao longo deste 6 anos de convivéneia.
Ao José Martins Neto, que ruito vern ajudando a mim ¢ a minha familia em Campinas.

Prof. Carlos Rogue do 10, pelo apoio e cooperacdo a este projeto.



Ao meu amige Elcimar da S. Nobrega, pela amizade, contribuigdes e sugestdes que

ajudaram na elaboragio deste trabalho.

Ao engenheiro Luis Tadeu Furlan, pela cooperago a este projeto.

Aos meus grandes amigos do Laboratorio de Propriedades Reolégicas e Coloidais, Marco
Torres, Paulo Rosa, Ivanildo, Jodio Paulo, Tatiana, Alessandra, Raquel e Amaro pela fora,

carinho e por me proporcionar momentos de muita alegna.

Aos amigos, Amos; Sérgio Bernardo: Gilson: Elaine; Luciana; Antenor; Redrigo; que

fizeram os dias na UNICAMP serem mais agradavers.
Aos demais alunos ¢ funciondrios do DPB.

A Profa. Quésia B. Cass do Departamento de Quimica da UFSC, por gentilmente fornecer

seu conhecimento no prepare de colunas cromatogréficas quirais.

A todos os Professores do Departamento de Processos Biotecnolégicos, pelo que aprendi

nos (ltimos anos, contribuindo em muito para a realizagfo deste trabalho.

Ao Prof. Lisboa da FEQ, pelas valiosas dicas apresentadas ao longo do doutorado ¢ no

exame de qualificacio,
Ao Prof. Sérgio da FEQ, pela orientago no programa de estagio a docéneia.

A FAPESP - Fundaciio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sio Paulo — pelo apoio

financeiro na concessio da bolsa de doutorade e na manutengo do projeto de pesquisa.
Aos 6rgdos de fomento FINEP, CNPq ¢ CAPES, pelo indispensavel apoio financeiro,

E a todos que de alguma forma, direta ou indireta colaboram € possibilitaram a realizagfo

deste trabatho.



“Diescobri como € bom chegar quando se tem paciéncia. E para se
chegar, onde quer que seja, aprendi que ndo ¢ preciso dominar a for¢a,

nias a vazdio, E precise, antes de mais nada, querer. (Amyr Klink) ™

X1



SUMARIO
RESUMO
ABSTRACT

CAPITULO 1
1.1 - INTRODUCAQ
1.2 - OBIETIVO

CAPITULO 2

2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - O Processe de Leito Mdvel Simulado

2.2 - Aspectos do Sistema Enantiomérico para Separacio
2.2.1 - Caracteristicas dos Enantidmeros

2.2.2 - Aspectos do Sistema Enantiomérico para Separacio (Resolugio)

CAPITULO 3

3 . MATERIAIS E METODOS

3.1 - Descrigdo da Unidade

3.2 - Sistema de Andlise

3.3 - O Adsorvente

1.3.1 — Avaliagiio do adsorvente tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
cetulose na resolucio de racémicos

3.3.2 — Sintese da fase estaciondria tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose

3.4 - A Mistura Racémica

3.5 - Curvas de Calibracio

XX1ii

LAY

01
08

50

57
56
57

®iii



3.6 — Determinacio da Porosidade do Leito

3.7 ~ Avaliacio da Queda de Pressio das Colunas Semipreparativas
3.8 - Determinacio das Isotermas de Equilibrio de Adsorcdo

3.8.1 - O Modelo de Langmuir competitivo

3.8.2 - O Modelo bi-Langmuir competitivo

3.8.3 - Método para a Determinacéo das Isotermas Competitivas
3.9 — Medigio das Constantes de Henry dos Enantidmeros

3,10 - Projeto das Condigdes Operacionais do LMS, para Sistemas

Lineares

CAPITULO 4

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Caracterizaciio da fase tris (3,3-dimetilfenilcarbamato) de
celulose e dos seus constituintes.

4.2 - Empacotamento das Colunas Cromatograficas

4.3 - Determinacio das Porosidades das Colunas Semipreparativas

4.4 - Analise da Que de Pressdo nas Colunas Semipreparativas

4.5 - Curvas d Calibracdo

4.6 - Isotermas Competitivas

4.7 — Determinacgio das condigdes operacionais do LMS com as colunas

TDEC

CAPITULO 5
5 . CONCLUSOES E SUGESTOES

CAPITULO 6
6 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Kiv

(941
el

61
61
62
63
64

65

69

69
74
79
81
82
33

87

109

113



Figura 1.1z

Figura 1.2:

Figura 2.1:

Figura 2.2:

Figura 2.3

Figura 2.4:

Figura 2.5

Figurs 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

INDICE DE FIGURAS

Distribuicdo de medicamentos em desenvolvimento no mundo. (1) Exceto
antibidticos. (¥ Valores estimados. (Adaptado de REKOSKE, 2001).
Fvolucio das vendas de medicamentos comercializados com um dnico
enantidmero (Adaptado de REKOSKE, 2001).

Diagrama esquemaiico de uma unidade de adsorgiio de operaciio continua
LMV, com movimento real em conitacorrente do sélido e do liqudo,
contendo quatro segbes, E considerada a separacio binaria de um components
fortemente adsorvido 4 e de um componente fracamente adsorvido B
(MAZZOTTT et al., 1997},

Comparagio humorada classica entre a cromatografia tradicional em leito fixo
e a cromatografia com solidos em contracorrente. (@) A lenta “tartaruga” € a
espécie mais fortemente adsorvida, espécie 4, se move mais vagarosamente
que o veloz “gato” que ¢ mais fracamente adsorvide, espécie B. (b) O
separador “gato-tartaruga” continuo. A velocidade da correia transportadora €
oposta ¢ intermedidria entre as velocidades do gato e da tartaruga {(NJZA et
al, 2000).

Esquema de uma unidade de leito méve! simulado para a separacio continua
por adsor¢o, com distribuicio de duas colunas por segdo.

Regides do plano {my - ms) com diferentes regimes de separagio em termos da
pureza das correntes de saida, para um sistema descrito pela isoterma linear
com Ha =3, Hg= 1 (MAZZOTTI et al,, 1997).

Fluxograma da estereoquimica e a designacio dos enantiomeros
Estersoquimica e designacio dos enantibmeros da molécula de gliceraldeido
(LOUGH, 1989).

Sistema CAHN-INGOLD-PRELOG pars definigio das configuragtes R e 5,
onde Bre=1, N =2, C=23¢H =4 (LOUGH, 1989).
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Diagrama esquemdtico da unidade de LMS montada no Departamento de
Processos Biotecnolégicos na Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP.

Esquema de funcionamento das vilvulas multiposiciio. Em A" tem-se as
engrepagens que constituem uma valvola multiposicio. Em “BY o esguema de
direcionamento do fluxo pela vélvula multiposicio,

Detalhes da estrutura desenvolvida para realizar o directonamento do fluxo na
unidade LMS. NG entre a coluna {n - 1) ¢ a coluna n. Cada um dos nds entre
colunas da unidade tem um arranio Wéntico a osse, que se localiza abaixo de
cada coluna.

Esquema da unidade LME | operando na posigiio . As tubulacdes utilizadas
nesta posiclo estdio representadas pelas linhas mais grossas, em negnilo. As
linhas mais finas representam iubulacbes que nfio sfo utilizadas nesia posigio.
Esquema da unidade LMS, operando na posiglio 2. As mbulagdes utilizadas
nesta posigho estio representadas pelag limhas mais grossas, em negrito. As
tinhas mais Tinas representam tubulacdes que ndo sdo wiilizadas nesta posigdo,
Fotografia da unidade LMS. Observa-se as quatre bombas, ¢ aparsiho de UV
entre as mesmas, as colunas, tubulacdes e valvulas multiposiciio.

Fotografia da unidade LMS. Detathe das valvulas multiposicio (que contém
estruturas retangulares de cor negra) e dos nos entre as colunas.

Sistema de analise na posicio A {analisa o extrato e descarta o refinado).
Sistermna de anélise na posicdo B (analisa o refinado e descarta o extrato).
fisquema da Unidade LMS corm sistema de andlise.

Fotografia da unidade LMS. Detalhe para a valvula de amostragem,
empregada para a coleta de material ao longo de um ciclo completo no estado
estaciondrio, para a determinacio do perfil interno de concentracdo em todas
as colunas da unidade LMS.

Esquema reacional da derivacio da celulose com isocianato de 3.5-
dimetilfenila formando o tris {3,5-dimetilfenilcarbamato} de celulose.

Sistema desenvolvido para a reducfio de particulas finas, existentes na fase
estaciondria. {1)-Adic8c do adsorvente; (2) — Solugfio de hexano/isopropanol

{70730 %yn): (33 bomba peristdltica ¢ (4) -~ material precipitado.
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Sistema desenvolvido para o enchimento das colunas cromatograficas a altas
pressdes. (1)-Cilindro de gas comprimido para o impulsionamento da bomba
hidro-pneumdtica; (2)-Bomba hidro-pneumética de alta pressdo; (3)-
Reservatdrio da lama de adsorvente; {4)-Conector em ago para unifio da
coluna cromatografica a0 réservatdrio e (5)-Coluna cromatogrifica a ser
preparada.

Estrotura quimica do N-Boc-baclofeno-lactama.

Grafico esquematico do ensaio para a obtengdo da isoterma de equilibrio,
empregando um coluna cromatografica guiral, com.destaque para a etapa de
safuragdo da coluna em azul ¢ a etapa de eluigio em vermetho.

ispectro do Infra Vermelho obtide para o TDFC.

Laudo da andlise elementar do TDFC,

Andlise  granulométrica das  particulas  de  silica  Luna, adquirida
comercialmente, realizada através da técenica de espalhamento de luz laser

{Light-scattering).

Microscopia de varredura eletrbruca da silica Luna.

Distribuicdo de tamanho de particula para o TDFC, utilizando a téenica do
espa}hammm da luz laser (light-scattering), para a nova fase estaciondria

sinfetizada.

‘Cromatograimas obtidos para s molécula do  N-Boc-baclofeno-lactama

utilizando a coluna comercial Chiralcel OD & esquerda e a coluna de TDFC

analitica confeccionada no labaratéric 3 diréita, com vazfio da fase mdvel de
..

LOmLomm™,

Cromatogramas obtidos para a molécula do N-Boc-rolipram utilizando a

coluna comercial Chiraleel OD & esquerda o a coluna de TDEFC analitica

confeccionada no laboratério - direita, com vazfio da fhse mdvel de 1.0

mL.min”.

Cromatograma obtide para a molécula p-nitrolactama com a coluna analitica
desenvolvida, sendo utilizado hexano 96 %./ isopropanol 4% como fase movel

g fuxode 1,0 mb.min”.
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Cromatograma obtido para a 3,4-dimetéxilactama com a coluna anaiftica,
sendo utilizado a mistura hexano 92% .fisopropanol 8% como fase mével a
um fluxe de 1,0 mLgmin™.

Cromatograma obtide para a cetamina na coluna analitica, empregando a
mistura de hexano 85% / isopropanol 15% como fase movel e com fluxo de
0,4 mL.min".

Conjunto dos cromatogramas da resolugio dos enantibmeros do N-Boc-
baclofeno-lactama com a fase estaciondria TDFC empacotada nas 8 colunas
semipreparativas desenvolvidas, empregando como fase mével a mistura de
hexano/etanol (70:30 %,4) com vazio de 1,0 mL.min".

Cromatogramas da injecio do inerte TTBB na coluna semipreparativa com
TDFC confeccionada no laboratério, empregando o metanol como fase movel,
Cromatogramas da injeclic do TTBB com sistema CLAE ¢ sem a coluna
semipreparativa, empregande ¢ metanol como fase mével para a determinaciio
do volurme morto existente.

Relagfio da queda de pressiio por comprimento do leito cromatogréfico em
funcio da velocidade superficial do fluido de operaglo (etanol) na coluna.
Cromatograma obtido com a coluna analitica TDFC, empregando uma
concentracio de 3mg.mL* de N-Boc-baclofeno-lactama.

Curva de Calibraglio da drea dos picos dos cromatogramas da N-Boe-
baclofeno-lactama em funglio da concentracio da N-Boc-baclofeno-lactama
mjetada na colma TDMFC. _ Conceniraglio da mistura racmica,
Concentracio do enantidmero (-}, concentragio do enantidmero (+}.
Variagiio da tensio do sistema UV/VIS em fungfio do fempo, para 2 N-Boce-
baclofeno-lactama,

Calibracio da Tensio {volisy fornecida pelo sistema UV/VIS em fungfio da
Concentragiio de N-Boc-baclofeno-lactama (mg.mL™").

Curvas de rupturas seguidas da etapa de cluiglio para diferentes valores de
concentraghio do racemato N-Boe-baclofeno-lactare, empregando uma coluna

preparativa de TDFC existentes na unidade LMS.
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Figura 4.28:

Figura 4.29:

Figura 4,34

Figura 431

Figura 4.32:

Isoterma de adsorc@o competitiva para a N-Boc-baclofeno-lactama (Bacloteno
Lactama) empregando uma das colunas de TDFC (15 om x 0.8 cm)
empregadas na unidade TMS.

Regifio no plano (me-ms) que define a completa separagio dos enantidmeros
do N-Boc-baclofeno-lactama em termos da pureza das correntes de saida, para
umn sisterna deserito pela isoterma linear Os valores médios das constantes de
Henry, para isémerns do  N-Boo-baclofeno-lactamsa  foram:
(H ) msdin = 5,063 (Hp)mivia = 4,216,

Evolugio do perfil de concentragio da corrente na refinado, obtido através do

08

monitaramento sistema UV a 280 nm, visando & obtencfio do sdmero “(-)”
que apresenta menor inferagdo com a fase estacionaria TDFC.

Evolugio do perfil de concentragfio da comente ne extrato obtido através do
monitoramento sistema UV a 280 nm, visando & obienglio do 1sdmerc "D que
apresents maior interacBo com a fase estacionaria TDFC.

Perfil da corrente de refinado obtido através do polarimetro,

Perfil da corrente de extrato obtido através do polarimeiro.

Cromatogramas resultantes da injeciio de amostras de refinado, coletadas
durante cada um dos sete ciclos da corrida experimental para a N-Boc-
baciofeno-lactama utilizando um sistema CLAE e a coluna analitica de TDFC.
Cromatogramas resultantes da injecfio de amostras de extrato, coletadas
durante cada um dos sete ciclos da corida experimenial para a2 N-Boe-
baclofeno-lactama utilizando um sistema CLAE e a coluna analitica de TDFC.
Cromatogramas resultantes da injecfio de amostras do dessorvente saida (D8),
cotetadas durante cada um dos sete ciclos da comida experimental para a M-
Boc-baclofeno-lactama utilizando um sistema CLAE e a coluna analitica de
TDFC.

Perfil de Concentracio da corrente de refinade obtido pare a N-Boo
baclofeno-lactama no processo com a unidade LMS com concentragdo do
racernato na corrente de alimentacfo 1gual a 3,0 mg.mL”.

Perfil de Concentracio da corrente de refinado obtido para a N-Boc-
haclofeno-lactama no processe com a unidade LMS com concentragdo do

racemato na corrente de alimentacio igual a 3,0 mgml”.
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Figura 4.33;

Figura 4.34;

Figura 4.35
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Figura 4.38:
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Perfis de concentragOes na série de colunas do LMS, para amostras coletadas
em tempos de 25% de cada periode, na comida com o N-Boc-baclofeno-
factama no processo LMS e com concentragko do racemato na corrente de
alimentaciio igual a 3,0 mg.ml™

Perfis de concentracBes na série de colunas do LMS, para amosiras coletadas
e tempos de 50% de cada periodo, na comida com o N-Boc-baclofeno-
lactama no processo LMS ¢ com concentracio do racemato na corrente de
alimentacdo igual 2 3,0 mg.mL”.

Perfls de conceniracBes na série de colunas do LMS, para amostras coletadas
em tempos de 75% de cada periodo, na corrida com o N-Boc-baclofeno-
lactama no processo LMS e com concentracfo do racemato na corrente de
alimentacio igual 3 3.0 mgqu‘} .

Perfil de concentracio da corrente de extrato obtido para os enantidmeros do
N-Boe-baclofeno-lactama no processo com a unidade LMS com concentracio
da corrente de alimentagio igual a 3,0 mg.mL"". Corrente rica no enantidmero
(+).

Perfil de congcentragio da corrente de refinado obfido para os enantibmeros do
N-Boc-baclofeno-lactama no processs com a unadade LME com concentracio
da corrente de alnentaclio igual a 3,0 mg.mL'i. corrente rica no enantifmero
).

Perfil de concentracio da corrente de extrato obtido para a molécula de N-
Boc-baclofeno-lactama no processo com a untdade LMS com concentracio da
corrente de alimeniacdo igual 3 2.0 mg.miﬁi, Corrente 1ica no epantidmero
).

Perfil de concentracio da corrente de refinade obtido para 2 molécula de N-
Boc-baclofeno-lactama no processo com a unidade LMS com concentracio da

corrente de alimentacio iguala 2,0 mg*mifi. Corrente rica no enantidmero (-1
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enantidmeros da N-Boc-baclofeno-lactama.

Determinacio das constantes de Henry dos 1sbmeros “(+)7 e “(-)” da N-Boce-
baclofeno-lactama com fase mavel hexano/etanol {(70/30 %), Onde ()" e 0
isdmero mais retido & “{-Y7 & o isdmero menos refido.

Pureza ¢ enriguecimento enantiomérico das correntes extrato € refinado.

Resumo dos ensaios com a unidade LMS em diferentes condigdes operacionais,
realizadas com o sistema N-Boc-baclofeno-lactama e TDFC.
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realizadas com a unidade LMS.
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RESUMO

A separaciio de misturas enantioméricas na indlstria farmacéutica € uma
tarefa fundamental na produgfic de medicamentos, na sua forma enantiomericamente
pura. Dentre os processos empregados para esta finalidade que tem merecido
destaque ¢ o sistera continuo de cromatografia liquida denominado de leito mével
simulado (LMS). A sua vantagem se¢ deve por proporcionar redugdo, tanto no tempo
quanto, no custo de producdo de farmacos, em sua forma enantiomericamente pura.

Neste trabalho foi utilizada mistura racémica de N-Boco-baclofeno-lactama,
precursora do medicamento Baclofeno que € um refaxante muscular ¢ antispastico. E
um farmaco importante utilizado na espasticidade em pessoas com esclerose
miltipla, geralmente notada como tensdo ¢ rigidez muscular, acompanhada de dor e
espasmos flexores.

Os enantidmeros do N-Boce-baclofeno-lactama foram separados na unidade
LMS, empregando oito colunas cromatogrificas com 2 fase estacionaria quiral
tris (3.5-dimetilfenilcarbamato) de celulose adsorvida em silica e utilizando como
fase movel uma mistura de hexano/etanol (70/30 %v/Av), As condigles operacionais
da unidade LMS foram obtidas a partir da determinagfio das isotermas de equilibrio
sob condigdes lineares, representadas pelas constantes de Henry, para cada um dos
enantibmeros. As correntes de refinado e extratc apresentaram purezas

enantioméricas de 95% e 92% respectivamente, com uma produtividade de 15 g de

racémico-dia” [kg de adsorvente].

Palavras-chave: Leito Movel Simulado, Resolucio de Quirais, Cromatografia

Preparativa, N-Boc-baciofeno-lactama.
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ABSTRACT

The separation of enantiomeric mixtures in the pharmaceutical industry is a
fundamental task in the production of pharmacentical drugs in its form optically
pure. One of the processes employed for this purpose that has received attention in
the last decades is the continuous system of liquid chromatography called simulated
moving bed (SMB or LMS), especially because of the reduction in production costs
of these substances in its enantiomeric purified form.

In this work the enantiomers of N-Boc-baclofen-lactam, precursory molecule
of the medication Baclofen that is a muscle relaxant and an antispastic agent, 1t 13 an
important drug used to relieve the muscle spasms, pain, and muscular rigidity
associated with multiple sclerosis,

The enantiomers of N#B@Gmﬁac}s:}fm—}aatam were separate in the SMB umit,
using 8 chromatographic cotumns with the chiral stationary phase cellulose tris (3,5~
dimethyiphenylcarbamate), using as mobile phase a hexane/ethanol mixture (70:30
v/v). The operational conditions of the SMB unit were obtained from the
determination of the linear isotherms, represented by Henry's constants, for each one
of the enantiomeric. The refined currents and extract presented purities of 95% and

92%, respectively, The unit processed 15 g of racemic per day /[kg of adsorbent].

Keywords: Simulated Moving Bed, Chiral Resolution, Preparative Chromatography,

N-Boc-baclofen-lactam.
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CAPITULO I INTRODUCAD

1.1- INTRODUCAQ

A separagio ¢ purificacio de enantibmeros € uma tarefa fundamental em muitas rotas
de producfio de farmacos, principalmente das substdncias que atuam nos sistemas nervoso
central, cardiovascular e anticancerigenas. Em 1997, o volume das vendas, em todo mundo, de
farmacos comercializados com um fnico enantidmero atingiu a cifra de 90 bilhdes de dolares.
Dos 100 frmacos mais vendidos neste ano, 30 sio elaborados com um dnico enantidmero,
gerando um cifra de 42,8 bithdes de ddlares (STINSON, 1998).

A importincia da obtenglio de um enantidmero puro vem da estreita relacdo existente
entre a suz configuraco, ou saja, 2 manera como seus dtomos ou grupos de dtormog estio
orientados no espaco, ¢ a sua atividade biologica. Uma vasta gama de compostos, como
farmacos, aditivos alimentares, fragrincias ¢ agroquimicos, podem ser citados como exemplos
onde a propriedade biologica é fortemente relactonada 2 wma detérminada configuragio. Sabe-
se gue 08 dois enanfibmeros presentes em uma mistura racémica geralmente apresentam
atividades farmacoldgicas diferemtes, uma vez que 0§ receplores € enzumas interagem
seletivamente as diferengas configuracionais. Na Tabela 1.1 sfo exemplificadas algumas
destas diferengas.

Ao analisar especificamente produtos farmacéuticos, ressalta-se que em alguns casos,
somente um dos enantidmeros apresenta propriedades bioldgicas, como ¢ o caso da
cloromiceting, onde 56 um dos estercoisdmeros atua como antibidtico. Em outros casos, um
esterenisdrmero além de ndo apresentar atividade ainda interfere ng acfo terapéutica do oupe,
como € o caso da (+l-epinefrina (MORRISON & BOYD, 1992). Recorda-se aqui o case
dramético da utilizacio da mistura racémica talidomida bé alguns anos afrds. Neste caso, a
{R)-talidomida possui uma agho terapéutica positiva como medicamento sedativo, mas a (5)-

talidomida apresenta graves efeitos teratogénicos, levando a mé formagio do feto guando
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receitado 4 gestantes, A prometazina ¢ um exemplo raro de farmaco que apresenta a mesma
atividade bioldgica e poténeia para ambos os enantidmeros, no gue concerne a sua atividade
anti-histaminica {CASS & DEGANI, 2061).

Tabela 1.1: Alguns pares de enantibmeros com suas aplicacBes e diferencas de atividades

biologicas (CHING-JOE, 2002).

Enantibmero FPropriedade bioldgica
(S) — asparagina. Amargo.
(R}~ asparagina. Doce.
(%) — glutamato. Realeador de sabor.
{R) — glutamato. Sem sabor
{5}~ carvona, Alcaravia,
{K) - carvona. Menta,
{8) ~ dopa. Agente anti-Parkinson.
(R}~ dopa. Sérios efeitos colaterais,
{5) - zipha ~ methil — dopa. Agente anti-hipertensio.
{R) - alpha — methil - dopa. Sem atividade anti-hipertensio.
(%) — propanolol, (8) — atenolol, (8} - metropolol. Blogueadores beta (anti-hipertensio).
{B)— enantidmeros. Sermn atividade como bloqueadores beta.
(2R, 38) ~ propoxifeno. Agente analgésico.
{25, 3R) — propoxifeno. Inibidor da tosse.
{8) — cetamina. Anegtésico.
(R) -- cetamina. Agente alucinbgeno.
{8, 8~ etambutol. Atividade antituberculose.
{¥, R) - etambutol. Degeneraciio do nervo dtico {cegueira).

Em decorréncia das diferentes propriedades bioldgicas que cada enantibmero exerce
nos processos bioquimicos, a obtengdo de substincias enantiopuras tomou-se um grande
desafic para pesquisadores e para a nddstria farmac8utica, adicionado ao fato que as
autoridades reguladoras da agéneia de safide nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration) t#m imposto exigéneias mais rigorosas quanto 4 concessio de novas patentes
de medicamentos racémicos, exigindo estudos completos guanto ao perfil farmaccldgico e

farmaco-cindtico dos enantidmeros individuais e de suas combinagbes. De fato, a
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comercializagio de enantidmeros puros apresenta uma série de vantagens sobre a
comercializacio do racémico, como mostra a Tabela 1.2 (CHING -~ JOE, 2002). Na industria
farmacéutica, contudo, estima-se que a proporcio de farmacos comercializados como mistura
racémica ¢ de aproximadamente 40% do total de farmacos quirais opticamente ativos. Assim
sendo, a indastria da quimica fina e farmacéutica tem sido desafiada a wtilizar novos processos
tecnolégicos que permitam a obtenglo desses compostos, podendo atender assim as presstes
governamentais. Estes fatores impulsionaram uma forie concorréncia entre as empresas
farmacéuticas, constituindo-se no ponto principal para a pesquisa e o desenvolvimento de

novos medicamentos guirals.

Tabela 1.2: Possiveis beneficios do uso de enantiémeros puros nas aplicagdes farmacéuticas

(CHING ~JOE, 2002).

Propriedades do firmaco quiral

Possiveis vantagens do firmaco
enantiomericamente puro

Apenas uin dos enantidmeros € ativo,

Uhm dos enantifimeroes & toxico.

Enaniidmeros tém diferentes propriedades
farmacocinéticas.

Enantidmeros sio metabolizedos & diferentes
Taxas ein Wng Mesina pessoa,

Enantidmeros 830 metabolizados a diferentes
taxas na populagio,

Um dos enaniiémeros tem tendéncia del
- comuns

intromissdo em rotas de desintoxicacio.

Um enantidmero ¢ agonista, o outro €

antagonista.

Fnantiémeros variam no especiro de ago
farmacologica e especificidade de tecido.

- Reducio da dose & da carga no metabolismo

RestricOes menos rigidas na dosagem.
Ampliacio do uso do firmaco,

Melhor controle da cindtica ¢ da dosagem.

Redugio da variabilidade da resposta dos
pacientes.

Reducio da varizbilidade da resposta dos
pacientes.
Maior confianga
dosagem.
Reduciio nas interagdes com outros fArmacos

na padronizacio da

Aumento da atividade e redugfio na dosagem.

Aumento de especificidade ¢ redugiio de
efeitos colaterals,
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A comercializacdo de farmacos enantiomericamente puros ou enriguecidos tem
imdicado um creschmento continuo ao redor do mundo. De 1995 para 1997 ocorren um
incremento de 21% nas vendas, e entre os 500 farmacos mais vendidos no mundo, 269 ja séo
comercializados como um Gnico enantidmere (STINSON, 1998). A Figurs 1.1 demonstra a
evolucgo do desenvolvimento de farmacos nos ultimos anos, onde se observa que a maioria
destes composios apresenta centros quirais e que o desenvolvimento como um Gnico
enantidmero vermn aumentando significativamente. Na Figura 1.2 € apresentado a evolugio da
venda de firmacos quirais nos Gitimos anes, chegando no ano de 2000 proximo de 100 bithdes

de dolares (REKOSKE, 2001},

) Banans s aeseeeivmaens (13
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Figura 1.1: Distribuic3o de medicamentos em desenvelvimento no mundo. (1) Exceto

antibidticos. (¥} Valores estimados. {Adaptado de RERKOSKE, 2001).

1S bithdes

1995 199 1997 1995 200

Figura 1.20 Evolucdo das vendas de medicamentos comercializados com uwm Gnico

enantidmero (Adaptado de REKOSKE, 2001
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Em quimica orginica, a separagio dos dois enantidmeros, tambeém conhecida como a
resoluciio de mistura racémica é wma tarefa complexa, devido ao alto grau de semelhanga
entre 0s mesmos.(Os principais métodos de obtencdo de enantibmeres puros s@o! a sintess
assimétrica, a cristalizacio diasterecisomeérica, € a separagdo por cromatografia.

A cromatografia liquide de alta eficiéncia (CLAE), tradicionalmente utilizada em
regime descontinuo, tem sido amplamente utilizada pelas indistrias farmacéuticas, de quinnca
fina ¢ de bioprodutes, tanto como uma ferramenta analitica guanto em escala preparativa.
Devido 2 esta ampla utilizacio da CLAE, possibilitoy o desenvolvimento de adsorventes
especificos (fase estaciondria), com base, por exemplo, em matrizes de polissacarideos como a
celulose e a amilose & em ciclodextrinas, que so seletivas para misturas de epantibmeros,

A descontinuidade do processo, o baixo rendimento ¢ a diluigho do produto tem sido as
principais desvantagens das separagbes cromatograficas convencionais, € neste contexto se
insere a separacio e purificagho de enantibmeros principalmente na medida em que se
suimenia a escala de producho. Para se ter uma idéia, apenas uma pequena percentagem {~
0,1%) das moléculas desenvolvidas em laboratério preenche os requisitos necessarios de
bioatividade para poderem ser utilizadas na denominada “Fase 17 do desenvolvimento dos
processos, quando quantidades mais elevadas, 100 & 1000 gramas de dois enantidmeros,
necessitam ser preparadas para testes farmacologicos e toxicoldgicos em grande escala. Desse
modo, a pureza enantiomérica e a produ¢3o em quantidades adequadas sfo uma plataforma
chave a ser atingida no desenvolvimento do processo, especialmente quando s¢ tem como
meta os estégios subseqiientes denominados de “Fase 27 ¢ “Fase 37, quando os festes clinicos
¢ a produgio parz o mercado implicam no use como uma asturs racémica Ou Como um
enantidmeroc puro. Para superar estas desvantagens, foram desenvolvidos  sisternas
cromatograficos continuos, processos que visam ampliar 0 emprego da cromatografia em
escala indusizial.

A origem dos processos cromatograficos continuos teve inicio na década de 40 com o
desenvolvimento do primeiro processo de adsorc@o em contracorrente conhecido como
processo Hypersorption, desenvolvido pela Union Oil Co, para a recuperacio de etileno de
uma corrente de gés leve, contendo principalmente metano e hidrogénio {(BERG, 1946).
BROUGHTON & GERHOLD idealizaram o sistema conhecido como Leito Movel Simulado

(“Simulated Moving Bed ~ SMB™} com a tecnologia desenvolvida, principabmente a partir dos
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anos 70, pela Universal Oil Products (UOPY com o nome genédrico de Sorbex
(CAVALCANTE JR., 1998). Este processo era destinado & separagho ¢ recuperacio de
compostos petroguinucos, processos conhecidos como PAREX, OLEX ¢ EBEX ¢ a
recuperacio de frutose de misturas glicose e frutose, processo conhecido como SAREX
(RUTHVEN, 1984; RUTHVEN & CHING, 1989). A parir de entfo, a utilizaclo destes
processos tém sido amplamente utilizados nas indastrias petroguimicas, de processamento de
acheares (BARKER E ABUSABAH, 1985) e de quimica fina (GANETSE0S E BARKER,
1993).

H4 dois tipos principais de leltos mdveis: o Leito Mével Verdadeiro e o Leito Movel
Simulado. No leito mével verdadeiro ha wm escoamento real da fase sélida adsorvente que é
efetuado numa diregio contraria ao escoamento da fase liguida. No enfanto, promover um
escoamento uniforme da fase sdlida ¢ uma tareln dificd, onde gera problemas de retro-
misturas ¢ também a degeneragio das particulas do adsorvente devido ao atrito. E possivel
superar estes problemas relativos ao escoamento entre a fase sélida e lHquida simulando o
movimento da fase sdlida através de uma adequada e periddica troca nas posicdes das entradas
e saidas do sistema ao longo do leito, que passa a ser composto por varias colunas conectadas
na forma de um circuito. Essas trocas sfo efetuadas em intervalos regulares e, dessa forma,
acabam por promover um movimento relativo, contracorrente dando origem ao leito mbvel
simulado. O uso de valvulas rotativas especiais permite efefuar.as trocas das correntes de
forma simultinea ¢ eficionte, controladas por um sistemna computacional.

Atualmente, as Indistnias de biotecnologia, farmacéuticas e de cosmeéficos vém
apresentando um interesse crescente pelos sistemnas cromatograficos continues, como ¢ leito
movel simulado (CHARTON E NICOUD, 1995), pnncipalmente por esse sistema vencer
algumaz das barreiras existenfes nos processos de purificacio de compostos que reguer alta
pureza, como bor exemplo: a reduciio no tempo para um novo produte atingir o mercado;
produgdo de substincias de gualidade em quantidade mais elevadas para testes clinicos e a
reducio no custo de producio inchiindo a pesguisa e o desenvolvimento.

Particularmente na area da farmacéutica, nos dltimos dez anos houve um interesse
muite grande no emprego da tecmologia do leito movel simulado, para a separaglo de
enantidmeros. Isto se deve ao fato de que, quando comparado com o processo cromatografico

convencional, utilizado para o mesmo fim, o leito movel simulado apresenta uma maior
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produtividade em relaclo & guantidade de adsorvente empregado, no mesmo mtervalo de
tempo, com um baixe consumeo de dessorvenie, e maior concentracio do produto na corrente
de saida, preservando a pureza enantiomenica (NEGAWA & SHOI, 1992 A Tabela 1.3
mostta uma comparacdo entre trés metodologias que se competem para a producdo de

enantidmeros, (MeCQY, 2000}

Tabela 1.3: Comparacio entre o método gquimico e bioldgico com o processo LMS.

Quimico Biologico LMS
Mecanismo Cat. Assunétrica Enzima Cromatografico
Produtividade Alta Baixa Moderada
Seletividade Variada Alta Alta
Rendimento Variado Alio Alto
Processo Varidvel Complexo Complexo
Condicdes de. Operacdo Alta terap./Pressio Ambiente Ambiente
Tempe de desenvolvimento 3-5 anos 2-3 anos Meses
Custo de desenvolvimento £3-3 milthdes £2-3 mithbes £500.000-700.000

Com vistz nas circunstdneias acima explicitadas, relativas as crescentes exigénoias,
tanto por parte dog drglos de fiscalizacdo guante do  mercado por farmacos
enantiomericaments puros, nasceu a idéia de se montar wina uoidade de leito mével simulado,
nas dependéncias do Departamento de Processos Biotecnolégicos da Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP. A tecnologia do leifo movel simulado esti disponivel comercialmente
alravés de uma firma francesa “NOVASEP™, gue fomece uma plante montada, na escala que
se pretende, com assisiéncia téepica, por 250 mil dolares no ano de 2000. Esta quantia
inviabilizaria de pronto o projeto, e por isso optou-se por fazer 8 montagem do equipamento
por meio da compra das pecas constifuintes, e confratag@o de profissionais gualificados, O
custo da montagem do processo, envolvendo a compra de cada urna das pecas constituintes,
“software” de controle, ¢ mio-de-obra especializada, ficou na ordem de 100 mil dolares. bsta
¢ a primeira unidade de leito mével simulado montada no Brasil, por uma equipe de técnicos

brasileiros, para a separacio ¢ purificagéo de compostos enantioméricos.
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1.2 - OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo o estudo da téenica do processo continuo Leite
Maével Simulade na separagio dos enantidmeros da molécula racémica N-Boc-baciofeno-
lactama, empregando colunas cromatograficas preenchidas com a fase estaciondnia quiral tris
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose suportada em silica - TDFC. O Trabalho foi

desenvolvido conforme as seguintes fases:

¢ Montagem da unidade Leito Mdvel Simulado;

s Sintese da fase estaciondria quiral TDFC;

s Empacotamento das colunas cromatograficas com a fase TDFC;
# Caracterizacfio das colunas produzidas;

* Resolucio dos enantidmeros do N-Boc-baclofeno-lactama empregando unidade Leito

Méwvel Simulado.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem como objetivo apresentar uma revisdo da Literatura sobre o
tema da separagiio dos enantibmeros, constituintes de mistura racémica, empregando o

pro¢esse continuo cromatogrifico conhecido como leito mével simulado (LMS).
2.1 - O Processo de Leito Movel Simulado

Uma revisio recente foi realizada por JUZA et al. (2000} sobre a aplicaciio de
cromatografia continua para a separag@o de enantidmeros. SHo destacados nessa revisio os
aspectos operaciopais do Leito Movel Simulado e a sua utilizagio na separagfio de compostos
quirais, Em geral, processos continuos em contracorrente s30 muito atrativos para a ampliagdo
de escala de processos de separacfo, devido 4 sua capacidade infrinseca de atingir altos
desermpenhos de separacio.

A tecnologia dos “Leitos Mévets Simulados” - LMS também conhecidos como 5MB
{“Stmulated Moving Bed™), implica na simulacio do movimenio em conlracorrente entre as
fases solida e fluida, que € mais eficiente em termos de desempenho de separagdo e consumo
de eluente quando comparada 4 CLAE. Esta tecnologia foi desenvolvida para a separaciio de
hidrocarbonetos em grande escala na indistna de petrdleo e petroguimica e, somente nos
GHtimos anos, ela tem sido aplicada em separagOes em outras dreas, tais como farmacéutica e
guirnica fina. Para a separagfo de 1sdmeros de xilenos, por exemplo, um trabalhoe de natureza
experimental foi desenvolvido por FURLAN et al,, 1992

Uhm sistema am contracorrente, denominado de Leito Movel Verdadeiro (EMV), do
inglés “True Moving Bed - TMB” também conhecido como “True Counter-Current - TCC”,

utilizado para separacles continuas, é mostrado no diagrama da Figura 2.1, Neste sisterna as
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fases fluida e solida se movem em diregdes opostas ¢ ambas sio recicladas, para a base e para
o topo da unidade. A vantagem desse tipo de movimento estd na sua propriedade de aumentar
a forca motriz da separagfio, como acontece em um frocador de calor, aumentando assim a
eficiéncia de utilizagiio do adsorvente (LERCH & RATKOWSKI, 1967).

Cuatro correntes externas de fluido sfio também observadas na Figura 2.10 @
alimentagao a ser separada, o dessorvente, assim como as duas correntes de produtos, extrato ¢
refinado. O extrato é rico no componente mais fortemente adsorvido enguanto que o refinade
é rico no componente menos fortemente adsorvido. As correntes de entrada e saida dividem a
unidade em guatro segdes. A separagdo ocorre nas duas segdes centrais da unidade, isto €,
secfies 2 ¢ 3. Na primeira segiio ocorre a regeneraglio do sélido adsorvente (Fase Dstacionaria)
através da dessorgio do componente mais fortemente adsorvido, enquanto que na quarta se¢io
ocorre a regeneracio do dessorvente {Fase Movel) pela adsorgio das espécies com menor
forca de adsorgio. O estudo do sistema LMV ¢ de fundamental importincia para a

compreensdo do sistemna LMS.

Refinado
Brlyoug

Alimentagio B
AR,

Fluxe de Liguido
opHRE op oxny

Y Seclio 2
Extrate .
A“*“{); g
Bepdie 1
Dessorvente

D ap

Figura 2.1 Diagrama esquematice de uma unidade de adsorglio de operagio continua LMY,
com movimento real em confracorrente do sélido e do liguido, contendo quatro
seches. £ considerada a separacho bindria de um componente fortemente
adsorvido 4 e de um componente fracamente adsorvide B (MAZZOTTT et al.,
19971,
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No LMV ¢ geralmente aplicado na separagdo de misturas bindrias, onde os
componentes apresentam diferentes forcas de interagdes com o adsorvente. Por exemplo, a
alimentac¢do de uma mistura “A4+8 " ¢ feita na posi¢ao central do sistema da Figura 2.1, onde o
componente 4, com maior afinidade pelo adsorvente sera coletado na corrente de extrato, e o
componente B, com menor afinidade pelo adsorvente sera coletado na corrente de refinado. Na
secdo /, a substancia 4, mais fortemente adsorvida, deve ser deslocada da fase adsorvida
proveniente da segdo 2 pelo eluente que ingressa no sistema no inicio da secdo /. Assim,
havera mais 4 na fase fluida que se movera mais rapidamente em direcdo a interface das
se¢des 1-2, que € o ponto de retirada de extrato, rico em A. Da mesma forma, caso haja alguma
molécula de B presente na se¢do /, deseja-se que a mesma também se desloque em diregdo a
se¢do 2 com vistas a atingir a interface 3-4, ponto de retirada de refinado. Na se¢do 2, qualquer
molécula de A4 ali existente deve ser transportada pelo sélido em dire¢do a secdo /, enquanto
que as moléculas de B devem ser transportadas pelo fluido em direcédo a se¢do 3. Ja na secio 3,
as moléculas de 4 devem seguir com o sélido em diregdo a se¢do 2, e as moléculas de B sdo
conduzidas pelo liquido em dire¢do a interface 3-4, que corresponde ao ponto de retirada de
refinado, rico em B. Finalmente, na se¢do 4, ambos 4 e B, caso estejam presentes na secio 4,
sdo conduzidos pelo solido em direcdo a interface 4-3 (CAVALCANTE JR., 1998).

Assim a separacdo ¢ efetuada nas duas se¢des centrais, e com vazdes apropriadas, tanto
para a fase solida quanto para fase liquida, permitird que o componente 4 seja levado para
baixo, para a corrente de extrato, enquanto que o componente B ¢ levado para cima, para a
corrente de refinado, separando assim os compostos em duas partes. O dessorvente, que
geralmente também exerce o papel de solvente, ¢ alimentado na base da se¢do /, de modo a
dessorver o componente 4 e regenerar o solido adsorvente, que ¢ reciclado para o topo da
se¢do 4. O componente B é adsorvido na secdo 4, de forma a regenerar o dessorvente, que é
reciclado para a base da unidade, onde € misturado a corrente de adsorvente que € alimentado
ao sistema na secdo /.

A Figura 2.2, de forma humorada, ilustra muito didaticamente o principio de
funcionamento dos processos em sistema contracorrente (JUZA et al, 2000). Na parte
superior (a) da Figura 2.2, tem-se uma situa¢do em um leito fixo que visa separar dois
compostos, uma “tartaruga” que pode se deslocar a uma velocidade “imaginaria”de 3,0 km/h,

espécie 4, e um “gato” que se desloca a uma velocidade de 7,0 km/h, espécie B . Na separacdo
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cromatografica tradicional, ambos os componentes seguem na mesma direcdo, separando-se
ao longo da coluna cromatografica. J& no leito mével, parte inferior (), representado pela
esteira rodando com uma velocidade de 5.0 km/h, os dois componentes se separam
completamente, nas duas extremidades da “esteira”, caindo o “gato” em um lado ¢ a
“tartaruga” no outro lado.

Os problemas de uma unidade LMV estéo relacionados com a movimentagdo da fase
sélida a qual causa fortes retro-misturas (“back-mixing”) e rupturas das particulas sélidas.
Para que se aproveite as vantagens de um escoamento em contracorrente, que maximiza a
forca motriz da separago, ¢ necessario que o solido flua de forma ordenada, ou seja, num

fluxo aproximadamente empistonado (MAZZOTTI, PEDEFERR]I, MORBIDELLI, 1996).

(a) Separagdo em Leito Fixo

(b) Separagao em Contracorrente

T e 2
r &= D

Figura 2.2: Comparagdo humorada classica entre a cromatografia tradicional em leito fixo e a
cromatografia com s6lidos em contracorrente. (a) A lenta “tartaruga” e a espécie
mais fortemente adsorvida, espécie 4, se move mais vagarosamente que o veloz
“gato” que ¢ mais fracamente adsorvido, espécie B. (b) O separador “gato-
tartaruga” continuo. A velocidade da correia transportadora € oposta ¢

intermediaria entre as velocidades do gato e da tartaruga (JUZA et al., 2000).

12
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E possivel superar estes problemas circulando a fase fluida através de uma série de
colunas com leitos fixos do solido adsorvente e, simular o movimento contracorrente da fase
estacionaria através de deslocamentos periddicos de todos os pontos de alimentacfo e retiradas
da unidade ao longo do eizo das colunas e na mesma diregfio do fluxo de fluido. Um esquema
de uma unidade a LMS € mosirado na Figura 2.3, sendo constituido por wm conjunto de leitos
fixos Higados em série, com retiradas e alimentagdo em nds distintos ao longo do conjunto.

Na Figura 2.3, cada seclio da unidade LMS & dividida em subsegbes contendo duas
colunas por segdio, de forma a imitar 0 movimento em coniracorrente do solido. Cada subsego
corresponde a uma coluna cromatografica (MAZZOTTI et al, 1997, Quanto ao atmero de
colunas, o LMS pode apresentar um ndmero total de, no minimo, 4, passando por 8, 12, 14 ou
24, sendo a sua distribuicio ao longo das se¢Bes ndo necessariamente em igual nimero
(CAVALCANTE JR., 1998). Cada coluna individual continua sofrende os mesmos eleitos
transientes que um leito fixe tradicional, porém o conjunio s¢ CoTapOrta CoOmMO um LMV, que

doravente chamar-se-4 leito mével simulado por ndo haver qualquer movimento de sélido.

Extraio Alimentacio
(B+I) 58 {A+B)

7 Sentido da
[ ] fasefluidae 3}
v || detrocade o | , 11
VA poesiches

E}esarvmte ¥ Hefinads
(D) {A+D)

Figura 2.3: Esquema de uma unidade de leito movel simulado para a separacio continua por
adsorcio, com distribuigho de duas colunas por se¢io.

i3
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Devido 4 natureza comntinua dos processos LMYV, logo apds a partida da unidade segue-
se uma fase fransiente, e depois desta o processo opera no regime estacionanio, O processo
LMS., em contraste, apresenta um regime estacionario ciclico, no qual o comportamento da
unidade, dependente do ternpo, se repete apds a troca de posigSes ter completado um ciclo. Por
isso, parz se modelar ¢ regime estaciondrio de uma unidade LMS, € necessario um modelo
dependente do tempo, enquanto gue para uma unidade LMV, um modelo independente do
ternpo € suficiente. Esta € uma das razbes pelas quals costuma-se recorrer 4 unidade LMV para
s¢ modelar o estado estacionario ciclico da unidade LMS, valendo-se da equivaiéncia entre os
dois processos. Este recurso € mais freglientemente explorado na etapa de proieto das
condicdes operacionais da unidade LMS (MAZZOTTI et al., 1997).

0 desempenho da unidade LMS € o mesmo da LMV desde que algumas regras quanto
as condictes operacionais seiam gbedecidas. Uma delas se refers 4 velocidade relativa entre o
solido e o liguido, que deve ser a mesma nos dois tipos de processo, em cada uma das zonas.
Como no LMY o solido se movimenta no sentido contririo ao do Hauido, e no LMS o sélido é
estacionario, € necessario gue a velocidade do Hguido neste Gltimo seja mator que no primeiro,
para gque a veloerdade refativa entre sélido ¢ Hauwido seja & mesma nas duas unidades (PATLS,
LOUREIRO, RODRIGUES, 1997). Equacionando:

{Veloc. relativa sélido - liquido)ims, seeso j = (Veloc, yelativa solido - Hquidoiimy, seeao |

Vs = (V) +(u,) 2.0

Na Equagiio 2.1 v; € a velocidade do liquido na se¢lio }, u, € a velocidade do séhido, s6
existente na unidade LMV,

A velocidade do liguido multiplicada pela drea que o mesmo atravessa resulta na vazio
voluméirica de Hauido. Esta € a area intersticial, dada por:

(A),, =A.& (2.2

mt

Na Equagdo 2.2 ¢ € a porosidade relacionada aos espaces vazios entre as particulas do
lelio, ¢ A € a drea da seccfio transversal da coluna.

A velocidade do solido multiplicada pela drea que 0 mesmo atravessa resulta na vaziio

14
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voluméirica de sélide. EHsta drea é dada pela area da seccfio transversal da coluna multiplicada
por (/-8 ;
{A) g = A (} - 3) {(2.3)

A vazio volumétrica de solido Qg ¢ entdo dada pon

AL (T-g)

Em que u, =Q/ [A(1-¢)] (243

Multiplicando-se a equacio (2.1} pela area intersticial, tem-se:

(Q J'-)LMS = {Q E}L.MV + 1 %<A§ e (2‘5:}

Na Equagio 2.5, (Q)uus € a vazio volumétrica de liquide na seco j do LMS e (Qjumy
é a vazio volumétrica de lquido na seclio j do LMV,

Substituindo as equagdes (2.2) e (2.4) na equagio (2.5), cbtém-se:

Qs = Qs + i;”’gﬁs {2.6)

QOutra regra de equivaléncia entre o LMV e o LMS se refere a0 movimento do sélido.
Na unidade LMYV, as posicdes das entradas (alimentagio, dessorvente) e das saldas (refinado,
extrato) sdo fixas, e o sOlido se movimenta. Na unidade LMS da Figura 2.3, 0 solido é fixo e
as posiches das entradas e das saidas se movimentam. A troca de posigles se da
periodicamente, aqui se define o tempo de troca, ou “switch time” por t, na direcao do
escoamento do liguido, simulando-se assim o movimento do solido.

Um observador que estivesse parado em um ponto de entrada ou saida de fluide na
unidade LMYV (por exemple, na saida de refinado), veria o solido se mover, Na unidade LMS,
urg observador ndo poderia estar parado na posigdo de saida de refinade, porque a mesma

18
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ndo € fixa. No entanto, se o observador se movesse junto com ¢ ponto de saida do refinado, ou
seja, acompanhando as mudancas de posicdo, teria a impress@o de que os leitos de solido
estariam se movendo, em contracorrente ao Hauido.

Nesse raciocinio, no tempo decorrido entre duas trocas de posiches {,: o volume de
solido que se “move” na unidade LMS corresponde ao volume de sdlido contido em uma
coluna. A razio entre este volume de sofido ¢ o termpo ¢ deve ser igual 3 vazlio real de solido

que existe na unidade LMV

9, @.7)

Na Equacdo 2.7, V € o volume total ocupado pelo leito na coluna.

As equagdes (2.6) e (2.7} sdo as relacOes de equivaléncia entre as unidades LMV ¢
LMS gue devem ser obedecidas no projeto das condicdes operacionais do LMS. A Tabela 2.1
fornece uma comparacio entre as duas umdades, mostrando as semelhancas e diferengas entre
uma ¢ outra (CHARTON & NICOUD, 1995).

Ao tentar dar partida em uma unidade LMS, o operadoy deparar-se-4 necessariaments
com umna série de questdes. A primeira se refere as vazdes nas bombas. Supondo que se quera
processar uma quantidade pré-determinada de material por dia, ou por hora, tem-se entfo a
vazdo na bomba de alimentagfio. Definida esta vazdo, restam ainda: 2 vazdo de entrada de
dessorvente, as vazdes de extrato e de refinado, e a vazio de saida de dessorvente. Como fixar
estas vazbes? Qual a proporciio entre as mesmas? Quais critérios devem ser seguidos para
fixa-las? Outra questio surgird ainda: qual o tempo de troca £ das posiches das correntes de
fluido na unidade?

A resposta para estas questdes tem sido fornecida pela Teoria do Equilibrio. Tal
teoria fornece, a partir de um modelo matemdtico simplificado, cada um dos pardmeiros
de operaciio em questdio, a partir dos dados de isotermas equilibrio do sisiema, e das

concentragdes na alimentacio,

1%
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TFabels 210 Comparascio entre a unidade LMS e a LMV comrespondente (CHARTON &
NICOQUD, 1995).

LMYV LMS
Fstado estacionario Estado estaciondno ciclico
Maovimenio real do solido Troca penigdica dos pontos de coleta/injecio
Qs £ o= IVA1e)]/ Qs
Fluxos internos Fluxos internos
(Qihiary Q1 = Qi + O
§=1,2,3.4 (i-¢)
i=1,2,3,4
Fluxos de dessorvente, alimentacio, Fluxos de dessorvente, alimentacio,
gxirato, refinado Extrato, refinado

(O™, (Qaiead™Y Q)™ Q™ Qo)™ (Quia) ™, Qo) ™™, (Quar

A Teoris do Equilibrio € uma esiratégia pars modelar o LMS gue recorrz a
equivaléncia entre este ¢ o processo LMV, dada pelas Equagbes (2.6) ¢ {2.7), Apiic&~ée o
balango material para um componente 1 em uma dada secho j da unidade LMV, e as
conclusfes tiradas da resolugio do balango podem ser estendidas a unidade LMS, por meio
das referidas equacGes de equivaléncia.

As simplificactes assumidas pela Teoria do Equilibrio so listadas abaixo (RHEE et al,
apud STORTI et al, 1989):

1- As vazdes volumstricas de cada fase e a porosidade da fase s0lida sdo constantes,

2- (O efeito da dispersiio axial € desprezivel;

3- O equilibrio termodindmico € atingide em todos os pontos da coluna, em todos o8
instantes;

4. O processo de adsor¢io € isotérmico.

kS

O balango de massa do componente i na se¢do j da unidade LMV leva & seguinte

17
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equacio (MAZZOTTE et al., 1997}
& 3 * I . @ i i
g ol (I )T+ (1 - g )o—{m ¢ —n{}= 0 (2.8)
&t g !

Na Hguaclo (28), t=tQs/V e & =Y /V 580 as coordenadas adimensionais de
tempo € de espago, respectivamente, sende Y o produto entre & seciio da coluna e a
coordenada axial; & :aﬁwa?‘(lws:} ¢ a fracdo global de vazios no lelto; g, € a porosidade
intraparticula e ¢! enf sdo as concentracdes do soluto 1 na seclo §, nas fases fluida e solida,
respectivamente,

O parametro oy ¢ definido como a razdo entre as vazdes efetivas de liquido e de sohdo
na seclo | da unidade LMV, A definiclio de uma vaziio "efetiva® ((Qjjer para o Hguido leva em
conta que uma fracio do liguido se encontra no interior dos poros do adsorvente, sendo

transporiada pelas particulas, Assim na secfio 3, tem-se entio (MAZZOTTI et al., 1997):
Q) =Q, ~Qg&p (2.9

A definiclo de ume vazio “efetiva” {Qsler para o sélido leva em conta a sua
porosidade, ou seja, ¢ descontado o volume de vazios dentro do mesmo (MAZZOTTI et al.,
19973

(Qglee =Qgl—¢;) (2.10)
A equacio para o pardmetro my € obtida fazendo-se a razdo entre (Qjler € (Qs)er

Q- Qs
T}, 55 oo
! Qs~(1“€§)

(2.1h)

A Teoria do Equilibrio considera que o equilibrio termodindmico € atingido em todos

18
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os pontos do sistema, em todos os instantes. Com iss0, o termo ansiente da Equaglo (2.8) se

anuia, obtendo-se entio:

o~

i

(’; . -
[m ¢! -n7}=0 (2.12)

Na equagio acima observa-se que no estado estacionario os parbmetros de importincia
decisiva para o sucesso do projeto s8o as razdes de fluxo massico my. Isso pode ser ainda
melhor compreendido através da observagdo de um oufre pargmelro, fii, que corresponde &
diferenca entre a vazio molar de um dado componente i com ¢ liguido (m) ¢ a vazao motar

do mesmo com o sélido adsorvente (ny)s, em uma dada seqfio J:
fm‘ = (1 )‘z_;j "(ﬁs)sj mgi.{{Q;}ef '“"11@5»(:Qg}ef (213
Substituindo-se as Fquaces (2.9) £ (2.10) na equagdo (2.13) obtém-se:
£, =64Q; ~ Qs ) =0, [Qs.(12,)] .14
Combinando-se as equaches (2.11) e (2.14) obtém-se:
£ =Qull—gp) e/ m, —— (2.15)

E facil de se compreender gue se i for maior que zero na segdio ., o componente | terd
um deslocamento para cima, acompanhando o liquido, e se fj for menor que zero, seu
deslocamento serd para baixo, acompanhando o sélido.

Como g0 < 1, {1 - £p) > 0, e a analise do sinal de f; se restringem & andlise do sinal do

termo entre colchetes. Entdo, para que i se desloque para cima, tem-se:
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]
J M i
fijbf)ﬁ[ci .m;wﬂi }}Gwmi:?mcj (2.16)

1
E para que i se desloque para baixo:

. ; n,’
3 1 - R
f, <0=>[c, .mjwﬁi]<ﬁmmj<““‘“c; (2.17)

i

Ubservando-se a unidade LMY mostrada na Figura 2.1, em fungio do papel que cada
uma das se¢des da umdade deve exercer na separaciio, pode-se dizer, para cada componente
em cada seclio, qual deve ser a direcio que o mesmo deve tomar, ou seja, se deve subir
acompanhando o lguido ou se deve descer, acompanhando ¢ solido.

A seclo | é a dnica da unidade na gual o componente mais fortemente adsorvido A
deve subir com o liquido, para ser extraido na corrente de extrato, entre as se¢des 1 e 2, e
também para que ocorra a regeneracio do adsorvente, que é reciclado para o topo da seciio 4.
Quanto ao componente fracamente adsorvido B, em principio este deve se encontrar em uma
quantidade muito pequena nesta seclo, pars ndo poluir a corrente de extrato devendo ser

arrastado pelo sélido na seclo 4 . Aplica-se entBo a Inequaciio (2.16) para o componente A

i
Iy

m, > 2.18
CAs {2.18)

Na seclio 2, o componente A deve descer com o sélido, rumo & segho 1, onde €
dessorvido para sair na corrente de exirato. Por sua vez, o componente B deve subir com o

liguido, rumo a saida do refinado, entre as secdes 3 e 4. Tem-se entdo:

[
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Combinando-se as duas inequacdes acima, obtém-se:

S, < (2.19)

Na secdo 3, o componente A deve descer com o sohdo, sendo adsorvido a partr do
ponto de injecdo da alimentagho, entre as segdes 2 e 3, ¢ o componente B deve subir com o
liquido, para ser retirado na corrente de refinado, entre as secdes 3 e 4. As exigéncias quanto a

direciio que cada componente deve tomar s3c entdo idénticas as da segio 2, levando a

(2.20)

A secdo 4 £ a tnica da umidade na qual o componente fracamente adsorvide B deve
descer com o sélido, para que ocorra a regeneragdo do dessorvente, que € reciclado para a base
da secfio 1. Quanto a0 componente A, este também deve descer com o s6lido. Tem-se entdo;

%
Ny n

A
4 & m, < R
GB < A

m, <

Como o componente B é mais fracamente adsorvido que A, se a primeira Inequacio

acima for atendida, a segunda também ser, podendo-se ento omiti-la:
4
g
My <y (2.21)
Cp
A teoria do equilibiio considera que as conceniraghes ¢} & nf sio concentragdes do
equilibrio da adsorcio. Se a adsorgio seguir 2 lei de Henry, ou seja, se a isoterma do equilibrio

for linear {valido para solugbes diluidas), tem-se:

n, =H.c, (2.22)

Substituindo-se a equagio {2.22) nas inequagdes (2.18) - {2.21), obtéme-se:



CAPITULO 2 REVISAQ BIBLIOGGRAFICA

my > Hy (2.23)
He <o < Ha (2.24%
He < my < H, {2.25)
mg < Hp (2.26)

Ressalta-gse que as condicbes acima foram desenvolvidas para a unidade LMV, No
entanta, sEo validas mmbém'pam a unidade LMS, desde que as regras de equivaléneia dadas
pelas Egquagbes (2.6) o (2.7) sejam seguidas. Combipnando estas duas eguagbes, mais 2

Equagio (2.11), que define o parimetro my, obtém-se para uma unidade LMS:

QM -V |
;=TT (227

Na Bguaciio (2.27) t éo tempo de troca das posicdes das correntes da unidade LMS.

As condietes de (2.23) a (2.26) {%_f:ﬁnem uma regido no espaco de quatro dimensies
cujas coordenadas sdo 08 parfmelros my, my, M3, Mg, ¢ Cujos pontos representam condigdes
operacionais correspondentes 4 completa separagio dos componentes A ¢ B, sigmificando que
na corrente de refinado s se encontra dessorvente + o composto B, e na comente de exirato 56
se encontra dessorvente + ¢ composto A, ou seja, a pureza de ambas as correntes € de 100%.

As purezas destas correntes sdo definidas por:

100¢,k

Py =t 2.28

B cﬁE+cgz ( )
100.c,."

L s (2.29)
CA «I—CE

E valido lembrar que estas condigdes ndo dependem da composicgiio da alimentagio.

Como as isotermas de equilibrio lineares se aplicam somente quando as espécies presentes se
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apresentam muito diluidas, a exigéneia de condigdes de diluigBio infinita estd mmplicita nas
condiedes (2.23) - (2.26].

Considerando as seqdes 2 € 3 da unidade LMY, gue exercem um papel fundamental na
separacio, observa-se na Figura 2.1 que se a alimentago injerada entre estas duas zonas se
movimentar para cima, rumo 4 zona 3, entdio m; > my e as condigBes (224} ¢ {2.25) podem ser

agrupadas em uma so:

Hp < mp <ma < Ha {2.30)

A condi¢io expressa na Inequagfio (2.30) define a projegio da regifio de completa
separagio, contida em um espago de quatro regides, sobre o plano {mp, ms), mostrado na
Figura 2.4 (MAZZOTTl et al., 1997} £ valido ressaltar que o grafico mostrado nesta figura s6

tem validade se ndo forem desrespeitadas as condigdes (2.23) e (2.26).

Menhuma
saida pura Extrato puro
W
3 a
o
T
E+ R puros
Rafinade
A puro
1
b
&
O i 2 3 4

Figura 2.4: Regides do plano (mp - ms} com diferentes regimes de separagdo em termos da
pureza das correntes de saida, para um sisterna descrito pela isoterma lingar com

Ha=3, Ha=1 (MAZZOTTI et al., 1997}
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Fstes resultados revelam gque, com base na teoria do equilibric e considerando a
isoterma linear descrita pela lei de Henry, se as vazdes m, e ny satisfizerem as restriges
(2.23) & {2.26), pode-se prever o desempenho da unidade LMS (ou LMYV) com base na posi¢io
que o ponto determinado pelas condigbes operacionais ocupa no plano (my, m;).

Cuando se tem uma mistara gue nio atende as condicfes de diluicBo necessérias para
se aplicar 2 isoterma linear, a aplicabilidade da Equacfio (2.22) € limitada, porque a mesma

ndo considera a presenca de dois fendmenos (STORTI et al., 1993):

-A competicio entre os componentes da mistura pelos sitios de adsor¢do. Na bEquagéo
(2.221, vé-se que as concentragdes dos demais componentes da mistura néo
influenciam no equilibrio de adsorgio do componente i, simplificagfio esta que advém
da suposicio de que as concentragdes de soluto na mistura s&o muito baixas;

-A saturacdo do adsorventz. Os sitios de adsorgiio em um dado adsorvente ndo séo
infinitos em nimero. Quando todos eles estiverem ocupados, o adsorvente estara
saturado, e por mais concentrada que seja a mistura, a concentragio de equilibrio no
solido ndo mais aumentard. Para levar em consideracfio este fenbmeno, na equagao do
modelo m; deve tender a um limdte finito guando ¢ teande ao mfinito, e esta

caracteristica nfio estd presente na Equagio (2,22}

No caso de uma mistura que ndo atenda as condigbes de diluicho necessarias para se
aplicar 2 isoterma linear, deve-se aplicar outro modelo de isoterma, que leve em consideragio
o5 dois fenbmenos descritos acima.

Um modelo que tem apresentade grande aplicabilidade consiste na isoterma nao-

estequiométrica competitiva de Langmuir MAZZOTTI et al,, 1997}

N. K, ¢
I+K, ¢, +K 04

(2.31)

Na Equaciio {(2.31), K; e N; sio a constante de equilibrio e a capacidade de
adsorcio na saturacio, respectivamente. Aqui se define também a "adsortividade” de
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T COMIPONENtS | COMO:

7= Ni. K

E interessante observar que a Equagdo (2.31), no caso em gue 28 concentragoes Ca € Op
sdo muito baixas, ou seja, o sistema ¢ diluido, reduz-se a ny = (NiK;).Ci, que corresponde 2
Equagio (2.22) com H; = (N.Kj).

Um fator merecedor de atengio no projeto das condigBes operacionais do LMS
consiste na presenca de volumes mortos nas linhas da unidade. A presenca de volumes mortos
nas tubulacBes e conexdes entre as colunas deve ser devidamente levada em consideragio no
projeto das condicdes operacionais, principalmenie no caso de unidades em pequena escala,
nas quais o volume morto € comparavel ao yolume das colunas. Isto pode ser feito através da
definigiio da razo de fluxos generalizada m*; {MIGLI@R&EL MAZZOTTL MORBIDELLIL,
1998; PEDEFERRI et al., 1999}

m = (Qut - Ve - V) / [V.(1-)] (2.32)

onde V¥, & o volume morto na segio j da unidade LMS, obtide dividindo-se o volurme mort
total na seciio j pelo nitmero de colunas na mesma.

Para se levar em conta o efeito do volume morto, basta tracar a regifio de completa
separagio no plano (m’; —m's), 20 invés de fazé-lo no plano (me — ms). As mesmas equacbes
que definem a regifio de completa separacioc sio utilizadas; para isso, 2 Unica medificagio
consiste em substituir m » onde aparecer ms € m 3 onde aparecer ms, nas Equagbes (2.23) ~
(2.26), para o caso de isoterma linear. Tragado o grafico, determina-se um ponto (03— 13
dentro da regifio de completa separacdio, ¢ emprega-se a Fguacdo (2.32) para se projetar as
vazfes nas bombas ¢ o tempo de troca t". E valido observar que a Equagio (2.32) se.reduz a
equacio (2.27) no caso em que VP, = 0, Este parfimetro deve ser cuidadosamente medido ou

estimado afravés do estudo das linhas da unidade LMS em questio.
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2.2 - ASPECTOS DO SISTEMA ENANTIOMERICO PARA SEPARACAO

1.2.1 - Caracteristicas dos Enantidmeros

Estereoisdmeros sio moléculas compostas pelos mesmos dtomos, contendo a mesma
formula estrutural plana, diferindo unicamente na forma como seus dtemos ou grupos estio
orientados no  espago. Podem ser s6meros Gpticos compostos por enantibmeros ¢
diastereoisdmeres ou isdémeros geométricos. O diagrama da Figura 2.5 ilustra as divisdes da
estereoquimica nas diferentes isomerias espaciais.

Dentre os tipos de estereoisomeria podemos destacar os enantidmeros que so
istmeros Opticos - compostos constituidos por moléculas assimétricas, em que geralmente um
atomo de carbono (carbono assimétrico) estd ligado a quatro radicais diferentes entre si. Os
isbmeros Gpticos se comportam um em relagfo ao outro como objeto e sua respectiva imagerm
num espeltho plano tal como a wifo direita ¢ a mio esquerda, ou seja, n8o s80 S0bLrepostos.
Importante ressaltar que a assimetria molecular ndo ¢ exclusiva do atomo de carbono, existem

casos de assimetria molecular em compostos que ndo tem o carbono assimétrico.

Estereoquimica

{Substincias de estruturas diferentes,
mas de mesma fdrmula molecular)

{Isfmeros que diferem na {Tsémeros cujos atormos estio

ordem em gue os dtomos higados na mesma ordem, mas 2
estio Hgados) orientacio espacial ¢ diferente)

(Esterecishmeros cujas moléoulas {Bsterecisbmeros cujas moléculas
sdo tmagens especuiares uma da ndo sfo imagens especulares uma
outra, ndo se sobrepdem) da outra, nio s¢ sobrepdem)

Figura 2.5: Classificagio da estercoquimica.
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A mistura formada por quantidades equimolares dos enantiémeros (estereoisbmeros) ¢
chamada de racemato ou mistura racémica. A maior parte das rotas sintéticas da guimica
orgniea leva a produgdio de mistura racémica, no caso do composto de interesse possuir wim
elemento assimiéirico, e ndo somente de um dos enantibmeros.

Devido a esta particularidade, o estudo destes compostos € de fundamental importincia
nes reagdes orgdnicas e bioldgicas, uma vez que cada uma destas moléculas costuma interagiy
de forma diferente com os receptores bioldgicos, fato que 08 leva a apresentar diferentes
caracteristicas quando empregados como farmacos (HAGINAKA, 2002}

Portanto, podemos deduzir que a tridimensionalidade terd um papel determinante Do
fendmeno do reconhecimento molecular entre a molécula do firmaco e a biomolécula
receptora. Esse fendmeno ¢ fundamental para que a bioatividade se manifeste, com isto a
existéncia especialmente da estereoisomeria, proporcionars implicagfes na atividade de um
farmaco. Fsta influéncia pode ser encontrada em varias familias de compostos existentes na
terapéutica, com aplicagbes tio importantes e variadas como agentes antidepressores,
antiarritmicos,  antihipertensivos,  antiinflamatorios, aniibistaminicos,  antifumorais,
psicotropicos, antibioticos, antifingicos, antitromboticos, enire outros,

Na auséncia de outras espéeies opticamente ativas, os enantibmeros apresentam
geralmente propriedades fisicas idénticas tais como ponto de ebuligdo, de fusdo ¢ densidade,
bem como suas propriedades espectroscépicas, sendo a unica exceglo a direcio do desvio da
tuz plano potarizada, Neste caso a luz polarizada sofrerd wna determinada rotagio, para cada
enaniidmero, em igual extensfio, mas em diregBes oposias. Devido a este fendmeno cles
recebem o nome de isbmeros Opticos. Um epantidmero ¢ denominado dextrorotatorio (B)
quando desvia a luz plano polarizada para a direita {sentido hordrio) e levorotaténio (L)
guando desvia para a esquerda (sentido anti-hordric), comeo mostra pa Figura 2.6 os

enantidmeros da moléeula de gliceraldeido (LOUGH, 1984}
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D-(+)-gliceraldeido L-(-)-gliceraideido

i
® oo ! ?HO (b)
i
/g—- - = CH,OH | HOCH,~ - }c\
§
H “OH ; HO H
i

Figura 2.6: Estercoquimica ¢ designacic dos enantidmeros da molecula de ghicersldeido

{LOUGH, 1989).

As duas moléculas de gliceraldeido da Figura 2.6 sio ditas quirass, do grego “cheir”
significa mio, onde uma € a imagem especular da outra. Quiralidade € condigio necessaria
para a isomeria optica. Todas as moléculas opticamente ativas sho quirais, ¢ a maioria delas €
constituida pelos enantibmeros nos quais a assimetria molecular € devida & coordenagio
tetraédrica (ALLINGER et al., 1978).

A quiralidade de uma molécnla ¢ descrita, principalmente, especificando-se sua
configuraciio. As convengdes mais usuais so as de FICHER (D ou L), ¢ a de CAHN-
INGOLD-PRELOG, (R ou 8). Na nomenclatura R (Rectus) ¢ 5 (Sinister), atrnibui-se aos quatro
substituintes ligados ao centro quiral, prioridades decrescentes com o nlmero atémico, por
exemplo, Br > N > C > H, portanto Br= |, N=2, C =3 ¢ H =4, ¢ entlo s¢ procede como o
descrito na Figura 2.7 {LOUGH, 1989).

B omem wes duc e S W ATR SO dbm wms M eew o

Figura 2.7: Sistema CAHN-INGOLD-PRELOG para definigio das configuragdes R e 5, onde
Br=]1 N=2 C=3eH=4(LOUGH, 1989).

Os diastereoisdmeros sio estereoisdmeros que ndo sdo enantidmeros, ou seja, 1S0Meros
espaciais que nfo sdo imagens especulares um do outro. Eles possuem propriedades fisicas e
fisico-guimicas diferentes, tais como solubilidade, ponto de fusio e ebulicio (ALLINGER,
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1978), permitindo assim que estas moléculas sejam separadas mais facilmente por meio de
tdenicas convencionals, Nz Figura 2.8, temos o3 esterecisémeros do 1,2 dibromo-

ciclopropano, onde 4 e B sio enantidmeros € C € um diastereoisdmero de 4 ¢ de B.

—
(A)

Figura 2.8: Estereoisdmeros do 1,2 Dibromo-Ciclopropano

(€)

2.2.2 - Aspectos do Sistema Enantiomérico para Separagio (Hesolucio)

A compreensio da estrutura Widimensional das moléculas possibilitou o estudo da
estereoquimica ¢, comseqiientemente, a avaliagio da importncia da quiralidade das
substincias bicativas., Nos sistemas bioldgicos, enzimas e receptores de membrana realizam
umn reconhecimento seletive dos isbmeros configuracionais, interagindo diferentemente com
ambos os enantidmeros, provocando na maioria das vezes, diferentes respostas biologicas
(STINSON, 1998).

O impacto da quiralidade das moléculas repercute profundamente nos processos
farmacolégicos e bioldgicos, apresentando grande importincia em diversos campos de
interesse social e econdmico, tals como: desenvolvimento de medicamentos, produtos
agroquimicos, componentes alimentares, fragrincias, novos materiais e catalise.

A obtencio de produtos opticamente puros tem sido de suma importdncia na quimica e
hioquimica atuais, uma vez que o5 isémeros Opticos sfo empregados para fins farmacéuticos,
nos estudos Dbioguimicos e como intermedidrios na sintese de  produtos  ativos
farmacologicamente. O reconhecimento quiral € fator determinante em processos bioguimicos
(enzimaticos, farmacéuticos), onde sabe-se bem que diferentes estruturas epantiomericas
podem apresentar diferentes efeitos.

A resolugio de dois enantibmeros ou o processo de separagBo destes € realizado

através de uma seqiéneia de operagles convencionais tais como a cristalizaclo, por meio de
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téenicas reacionais como 2 sintese enantioseletiva ou através de téonicas mais modernas como
a cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE). As técnicas convencionals geralmenie
exigem um grande niimero de etapas operacionais, gerando um processe longo, complexo,
caro, ineficiente e com baixos valores de seletividade e de rendimento, em relaglo & mistura
inicial de enantibmeros (PRYDE, 1989).

As principais metodologias para a obtengio de um Umico enantimero seguem
basicamente duas abordagens, representadas na Figura 2.9, A primeira abordagem apresenta
um enfoque quiral, denominada sintese esterecosseletiva. Neste méfodo empregam-se
“synthons”, auxitiares ou catalisadores quirais, para induzir seletividade na formagio de novos
centros assimétricos. Fsia estercosseletividade pode ser resuitado de wma indugho guimica
{moléculas  quirais), ou através de reagdes em meios bioldgicos utilizando-se
microorganismos, ou ainda na presenga de enzimas isoladas. Nestes casos, se ambos 08
enantibmeros sfo importantes serd necessario desenvolver duas sinteses independentes. A
segunda abordagem € inversa a anterior, isto &, focaliza uma sintese racémica. Nesta
abordagem ambos os epantidmeros sio obtides e subseqiientemente resolvidos aos respectivos
enantidmeros. Este método geralmente apresenta uma compiexidade menor e um decréscimo
na dificuldade para a obtengio do racemato, além de um custo relativamente inferior
{FRANCOTTE, 2001}

A resoluciio dos racematos ocorre via separagio de um  itermedidrio
diastereoisomérico, através da cristalizacio de um  sal, por cromatografia  dos
diastereoisdmeros ou ainda por cromatografia direta dos enantibmeros, por meio de fases
estaciondrias quirais. O método de resolugio de racematos por cromatografia, geralmente
fornece os enantidmeros em alta pureza dptica, possibilitando a realizagio de testes biologicos

com ambos 08 enantidmeros,
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Abordagem Racfmic Absrdarem guiral
gem g
"~
= . e
5 - Cristalizacio
E )
P - Cromatografia {+-enantiimero .
A T Sintese
i R&g@ma{om 18 ;’“ - Membrana > — estersnsseletiva
é - Enzimas (-}-enzntibmera .
A - Microorganismos
O
-~ .

Figura 2.9: Abordagens empregadas para 2 resolugio de enantiémeros.

A cristalizaglo diastereoisomérica € um processo muito empregado para a obtenglio de
enantibmeros puros. Neste processo a mistura racémica € submetida a uma rea¢fio com
moléculas enantiopuras, onde estas moléculas irfio reagir de forma diferemte com oS
enantidmeros da mistura racémica, levando a formacdio de um par de diasterecisdmercs,
podende assim ser separados por téenicas convencionais. Este método requer grandes
quantidades de reagentes enantiomericamente puros, ¢ a presenca de grupos funcionais
adequados nos enantibmeros. Apos a reacdo com o agente de resoluclio, os enantidmeros
devem retornar & sua forma original, germxdé mais uma stapa reacional, elevando assim o
custo do processo (PRYDE, 1989).

A CLAFE é o méiodo mais recente aplicado 3 resoluglo de enantiGmeros presentes em
uma mistura racémica, utitizando para isio uma fase estacionaria quiral. Com a modernizagio
dos sistemas de cromatografia, dada pelo avango da tecnologia, o desenvolvimento de fases
estaciondrias quirais também foi intenso. Afualmente confa-se com uma vasta variedade de
materiais disponiveis comercialmente, que diferem entre si na sua estrutura, na forma com que
ocorre o reconhecimento quiral, na profundidade com gue se conhece os mecamsmos de
reconhecimento, nas propriedades mecénicas, no custo, ete. (JUZA et al., 2000).

A separagio de enantidmeros requer 2 intervencfio de wm agente quiral, quer como
agente derivante transformando-os em diastereoisémeros, quer na forma de uma interagdo de
curta duraclio dos enantidmeros com o agente quiral, gerando complexos diastereoisoméricos.
O primeiro meio é chamado complexo de resolugdio indiretz, engquanto o segundo € chamado

de resolucio direta (MORRISON & MOSHER, 1844}be-durant &»mgﬂ%u?éem‘*&gﬁnie quirai

En
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¢ a propria coluna cromatografica, ou seia, uma coluna empacotada com uma fase estacionaria
quiral, entio como efeito os complexos diastereoisoméricos terdo estabilidades diferentes e
assim 0s enantidmeros eluirfio em tempos diferentes.

Para que enantidmeros sejam separados cromatograficamente em wma fase estaciondria
quiral, duas condicBes devem ser atendidas: os adsorbatos diasterzoisoméricos devem ser
formados pela fase estaciondria quiral e pelo menos um dos enantidmeros (analitos) tem de
diferir em suas energias livies de formacdo. Adsorbatos diasterecisoméricos sfo formados
como resultado de uma ou mais interagOes atrativas entre a fase estaciondria quual ¢ ©
enanfidmero analito, pela exclusfo do enantidmero analito pela fase moével ou por difusdo
passiva do enantibmero analito em uma matriz quiral (PIRKLE & POCHAPSEY, 1989) As
diferencas na estabilidade destes adsorbatos diastereoisoméricos levam a diferentes tempos de
retencio dos enantiémeros na coluna. O enantidmero gue forma o complexe menos estavel
¢luird primeiro. A diferenca de encrgia livre de formagiio dos adsorbatos diastereoisoméricos
formados deverd ter um valor satisfatdrio para gque ocorra separacio (CASS & DEGANI,
2001

O reconhecimento quiral requer um minimo de trés interagdes simultdneas entre a fase
estacionaria quiral e pelo menos um dos enantidmeros, com pelo menos uma destas interagbes
sendo estereoquimicamente dependente, hipdtese conhecida como a regra de interacio a trés
nontos “three point rufe”. O uso desta hipdtese levou ao planejamento e construgio de toda
uma familia de fases estaciondrias quirais altamente seletivas, pois uma Onica fase estacionaria
quiral nunca seré suficiente para separar todos os tipos diferentes de pares enantiomericos,
mas baseando-se neste principic torna-se possivel planejar fases estaciondrias para
cromatografia liquida que separem uma boa variedade de solutos (LOUGH, 1989). O
entendimento de como ¢ onde ocorre o reconhecimento quiral por wma molécula seletor quiral
pode prover importante informacio com respeito & estimativa da magnitude qualitativa da
enantioseparagio, tipos de analitos separaveis em um determinado seletor, previsibilidade de
ordem de eluicio ¢ condicdes cromatograficas apropriadas (MAIER et al,, 2001).

A produgiio de uma fase estaciondria quiral deve envolver a participagiio de um
composte que possua trés ou mais sitios necessarios para a diferenciacio do par enantiomerico
presente no soluto a ser resolvido. Este composto € entdo ligado a um suporte s6lido, sendo os

mais usuais a silica, celulose ¢ alumina.
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Na cromatografia com fase estaciondria guiral n3o ha necessidade de padiiio externo de
pureza enantiomérica para determinar a pureza da amostra com precisfio, pois a pureza
enanfiomérica ¢ determinada pelas dreas relativas aos picos obtidos nos cromatogramas de
eluicio. O rendimento deste processo € maior, uma vez que ndo ¢ necessario derivar e
rederivar o par enantiomérico como no métedo de cristalizacho diastercoisomeérica,

(Os principais fatores negativos atribuidos ao swtema CLAEL va resolucio de
enantibmeros estio no fato do leito de adsorvente ndo ser totalmente aproveitado, levando a
necessidade de se utilizar grandes volumes de dessorvente, resultando em uma dilucdo dos
produtos finals e a operagdo ser descontinua, em batelada, ¢ gue torna o processo dificil de ser
integrado a processos continuos (CHING et al., 1993),

A aplicagio do processo cromatografico de leito mdvel simulado 3 rescluglo de
enantidmeros surge de forma a superar todas estas desvantagens associadas aos processos
descontinuos da CLAE, Desde o sistema LMS desenvolvido para a separaglio de compostos
petroquimicos na década de 50, até o momento, aproximadamente 115 unidades foram
construidas e licenciadas para processar derivados de petrdleo, e a aplicagio deste processo
tern sido estendida também & separagfio de compostos soldveis em dgua, como Tnisturas
ghicose/frutose, em escala comercial (JUZA et al., 2000}

A primeira rasolucio de enantibmeros por LMS foi realizada por NEGAWA & SHOJI
(1992), sendo que o LMS obteve maior desempenho em termos de rendimento e pureza dos
enantidmeros, quando comparado com um processo de CLAE convencional utilizado para o
mesmeo fim, utilizando mesmo intervalo de tempo.

O processo LMS tem atraido atengfio de varias companhias farmacéuticas, e muitas
delas tém planos de adguirir unidades para incorporar as suas plantas de fabricacio. Em
particular, duas companhias, a UCB Pharma, na Bélgica, € a Datcel Chemical, no Japio, tém
operado unidades LMS desde 1998, com capacidade para produzir grandes quantidades de
enantidmeros puros (JUZA et al., 2000).

As unidades de LMS, instaladas para efetivar a2 resoluglio de rac€micos, assim como
aquelas montadas para realizar outros tipos de separagio envolvendo produtos farmac@uticos,
mesmo quando operadas com fins comerciais, apresentam escalas bem menores que as
unidades que fazem o processamento de derivados de petroleo, e apresentam ainda algumas

modificactes considerdveis de projeto (JUZA et al., 2000}
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 - Desericiio da Unidade

A unidade de LMS instalada no Laboratrio de Biosseparagio do Departamento de
Processos Biotecnoldgicos na Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, possut oito
colunas cromatograficas confeccionadas em ago inox 316, também desenvolvidas no proprio
{aboratério. Sio colunas preparativas para CLAE, que resistem a pressOes de até 500 bar, com
0,80 em de didmetro interno e 15 om de comprimenio de leito. Bstas colunas so mstaladas em
sérte na unidade LMS. A unidade possui 4 segbes e cada secfio ¢ composta por 2 colunas
cromatograficas.

Um diagrama esquemético da unidade LMS que foi projetada ¢ mostrado na Figura
3.1. Observa-ge que, em relagio ao disgrama da unidade raostrado anteriormente na Figura
2.3, nesta unidade projetada a malba formada pelas colunas ¢ aberta, ou seja, o dessorvente
tem uma posicio de entrada e outra de saida, sendo este reciclade fora da malha da unidade
LMS. As duas formas de operagio, matha fechada ¢ malha sberta sdo equivalentes, em
principio com o mesmo desempenho, no entanto apresemiam diferengas significativas
principalmente nos custo do projeto. Uma unidade em malha fechada requer uma homba a
mais para proporcionar o reciclo do liquido dessorvente que sai da umidade, maniendo-o
circulando dentro do circuito. Na malha aberta, tem-se wmna bomba a menos, pordm uma saida
2 mais, gue € 2 seida de dessorvente, inexistente na malba fechada.

As trocas de posicBes, das correntes de entrada e saida da umidade LMS slo realizadas
por meio de vilvulas multipesiio, adquiridas da Valeo Instruments VICL Em cada uma das

cinco correntes existentes na unidade, ha uma valvula multiposicio. Estas valvulas possuem
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12 vias, possibilitande assim, que um fluxo que enira na valvula se posicione de 12 maneiras
diferentes podendo direcionar para 12 colunas diferentes, uma de cada vez. O mesmo também
¢ valido, receber fluxos procedentes de 12 duferentes posigbes, ou seja, 12 colunas diferentes,
um de cada vez e destind-los sempre para a mesma tubulacfo de saida. No caso da unidade
LMS montada, somente 8 posicBes das valvulas 580 utilizadas, 33 que 2 unidade possai B
celunas. As 4 posicBes adicionals podem vir a ser utilizadas no future, com o acoplamenio de

mais 4 colunas, totalizande e | coluna a mais por seclio.

Extrate , Alimentacfo
(B+D) I (A+B)

/" Sentide da \
[ fase Fluida 1}
I 1 L etrocadesd L 111

posigdes

Entrada de Dessorvente

(D)

Saida d ' v Refinado
aids de Dessorvente ( A "%B}

(D}

Figura 3.1: Diagrama esquemdtico da unidade de LMS montada no Departamento de

Processos Biotecnoldgicos na Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP.

As valvulas multiposicdo siio atuadas eletronicamente e seus atuadores sio ligados a

um computador por meio de uma placa de aquisicfio de dados. O controle de cada vilvula €
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realizado de forma automatizada por meio de um programa computacional desenvolvido
através do “software” LabView. Este programa permite também o ajusie do tempo de troca em
cada valvula. Desta forma, a operagdo da unidade se ¢4 de forma avtomadtica, uma vez
selectonado os parametros de operagio.

Um esquema da engrenagem existente nas valvulas multiposicdo € mostrado na Figura

3.2, assim como a forma com que se da o direcionamento do liquido no interior destas

valvulas.

A

?Caivum de entrada éﬁ YValvula derefinade |
dessorvente divecionando o fluxo |
directonando o fluxo de saida da colma 3

L para & coluna 8 -

Figura 3.2: Esquema de funcionamento das vélvulas multiposicdo. Em “A” tem-se as
engrenagens que constituem uma vaivula multipesigdo. Em “B” o esquema de

direcionamento do fluxo pela valvula multiposicio.
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A umidade LMS possui 4 bombas de CLAE, da Shimadza, modelo LC — 6AD que
operam com valores de vazio de 0,01 mL.min” a 20 mL.min™ e pressdes de até 500 E{gf,-fcmz,
Estas bombas esto posicionadas nas correntes de entrada (alimentaciio e dessorvente entrada)
e nas correntes de retiradas de produtos (extrato ¢ refinado). Estas bombas possuem em sua
parte frontal um visor indicativo do fluxo de liguide bombeado, da pressiio na descarga,
pressiio maxima e a pressdo minima, que permite por exemplo fixar a pressio maxima de
OpETagan.

A unmidade do LMS possui um degaseificador da Shimadazu, de modelo DGU - 14,
msialado nas correntes de entrada da unidade. Este equipamento tem a funciio de remover o
gas dissolvido naes solucBes gue entram nas bombas € nas colunas existentes, de forma
continua prevemndo assim a formagio de bolhas no sistema, evitando problemas de
funcionamento do sistema. Este degaseificador possui quatro linhas que podem tratar ao
mesmo fempo, quatro diferentes comrentes _ée liquide, independentemente.

Para melhor compreensdo do funcionamento da unidade LMS deve-se considerar a
entrada da corrente de alimentagio conforme a Figura 3.1, Na posicio em que se encontra, a
alimentagiio estd sendo feita entre as colunas 2 e 3 e assim depois de um certo tempo t, que é
o tempo de troca, ou "switch time”, deseja-se gue a alimentaciio passe a entrar no ponto entre
as colunas 3 e 4; decorride mais um Infervalo de tempo de froca i, quer-se que a alimentacio
entre no ponto entre as colunas 4 e 5, e assim sucessivamente. Esta troca de posipdes acontece
com todas as correntes, ou seja, alimentacfo, refinado, entrada de dessorvente, saida de
dessorvente, ¢ extrato, no mesmo sentido para todas essas corrente, que € o sentido do fluxo de
Hguido na vmdade.

Abordando primeiramenie as correntes de entrada, ou seja, alimentac8o ¢ entrada de
dessorvente, 0 wajeto da alimentaclo ¢ 0 seguinte: a bornba puxa o liguido do recipiente de
origem, 0 mesmo passa pelo degaseificador antes de entrar na bomba, para que seja retirado o
gas dissolvido no fluido, e apds a bomba, segue para uma valvula muliiposicio que contém
acopladas nove tubulaghes, uma de entrada e oito de saida. Esta vilvula € atuvada
gletromicamente, ¢ pode-se escother o destine do fluxo, dentre oito possibilidades. Cada
possibilidade corresponde a2 um nd entre as colunas, e desta forma pode-se fazer a oca de
posicdes da alimentagio, As tubulacdes ligadas 4 valvula s8o: uma de entrada, que vem da

bomba da alimentacio, ¢ oito de saida, cada uma ligada 2 um nd enire as colunas,
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A troca de posigdes da entrada de dessorvente ¢ realizada de forma similar da
alimentagio, utilizando, porém outro sistema de bombeamento e de valvula multiposigao.

Considerando as correntes de saida, ou seja, refinado, extrato, e saida de dessorvente, o
refinado pode sair de oito posi¢des diferentes, ou seja, de oito nds diferentes, situados entre as
oito colunas. Cada né possui uma tubula¢do que o liga a uma valvula multiposi¢io, que pode
entio receber corrente de refinado de oito nos diferentes, um de cada vez. Depois da vélvula, o
destino da corrente de refinado é sempre o mesmo, independente do n6 de origem, segue para
uma bomba, que envia o liquido para o sistema de analise, para medir a concentragdo e pureza
da corrente, e verificar se a unidade LMS esta operando da forma que se deseja.

Para a corrente de extrato, ocorre 0 mesmo que para a corrente de refinado, utilizando
outro sistema de bomba e de valvula multiposi¢ao.

Na corrente de saida de dessorvente, ocorre quase da mesma maneira, com a diferenca
que, apos a valvula multiposigo, a corrente segue direto para um frasco de coleta, sem passar
por bomba.

Considerando entdo as cinco correntes, ou seja, entrada e saida de dessorvente,
alimentacdo, extrato e refinado, tém-se cinco valvulas de multiposigao. A excegdo da saida de
dessorvente, cada uma destas correntes requer uma bomba, contabilizando quatro bombas na
unidade.

O projetista de uma unidade LMS deve dedicar muito de sua atenco aos nos de
corrente existentes entre as colunas. Cada um deles deve ter tubulagdes para cinco linhas, ou
seja, alimentagdo, entrada e saida de dessorvente, refinado e extrato, 0 que requer um

complicado arranjo de conexdes. A forma como se fez este arranjo na unidade ¢ mostrado na

Figura 3.3.

39



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Conjunto de direcionamento de fluxo

Fluxo para
colunan

Redutores DETROIT 1/8" tubo, 1/16" rosca - 783-F

Entrada de alimentagao
para a coluna n

Cruzetas DETROIT 1/8" x 1/8" - 752-F / M752-F

dessorvente para

‘ Entrada de
a colunan

‘ TUBO OD SWAGELOCK 1/8” - SS—ZOI—PCJ

‘JT Vialvula de ndo-retomoSWAGELOCK SS-CHS2-1

TUBO OD SWAGELOCK 1/8" - §§8-201-PC

S Saida de rafinado da
= coluna n-1

Cruzetas DETROIT 1/8" x 1/8" - 752-F / M752-F

Saida de extrato

Redutores DETROIT 1/8" tubo, 1/16" rosca - 783-F

da coluna n-1 ﬁ \

—
A
Fluxo da Saida do fluxo
coluna n-1 para a valvula de
saida de
dessorvente
Figura 3.3: Detalhes da estrutura desenvolvida para realizar o direcionamento do fluxo na
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unidade LMS. Né entre a coluna (n - 1) e a coluna n. Cada um dos nos entre
colunas da unidade tem um arranjo idéntico a esse, que se localiza abaixo de cada

coluna.
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Segundo esta configuragdo a unidade LMS instalada pode operar com oito posi¢des
diferentes, empregando oito colunas cromatograficas. Convencionou-se denominar de posi¢do
1 a posicdo na qual a entrada de dessorvente se d4 na coluna 1, posi¢do 2 quando o
dessorvente entra na coluna 2, e assim por diante. Desta forma, na Figura 3.1 tem-se a unidade
operando na posi¢ao 7.

A unidade conta ainda com uma estratégia de seguranga, que permite que o0
funcionamento das bombas seja interrompido em caso de aumento excessivo da pressdo nas
linhas. Na saida da bomba de entrada de dessorvente, encontra-se um mandémetro acoplado a
linha. Este mandmetro, possibilita a fixacdo de um limite para a pressdo: se a pressao na linha
exceder este limite, 0 manémetro envia um sinal para o “software” de controle, que retorna um
sinal para as bombas, interrompendo imediatamente seu funcionamento, a fim de que ndo
ocorram danos no equipamento, como rompimento das colunas. O posicionamento do
mandmetro, na descarga da bomba de dessorvente, ou seja, na se¢do 1 da unidade, é
estratégico, pois esta ¢ a segdo com maior vazdo de liquido e, portanto, com maior perda de
carga.

Um esquema da unidade, mostrando disposi¢do das colunas, as conexdes entre elas, as
valvulas multiposi¢ao, as bombas e o sistema de analise ¢ mostrado na Figura 3.4. Nesta
figura, a unidade esta operando na posi¢do 1. Para ilustrar a forma de como se da a troca de

posigdes na unidade, mostra-se a mesma operando na posi¢do 2 na Figura 3.5.
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1

Todas as vdlvulas
estiio na posi¢io 1

Vilvulas de
amostragem

1-Fluxo de entrada dedessorvente V1 - Vélvula de entrada dedessorvente
2-Saida de extrato V2 - Vialvula de extrato
3-Fluxo de alimentagdo V3 - Vilvula de alimentagio
4-Saida derefinado V4 - Valvula derefinado
5-Fluxo de saida dedessorvente segue V35 - Vélvula de saida de  dessorvente (niio mosirada)
para a V5 (Valvula de saida de Linhas fechadas
dessorvente, ndo mostrada no esquema) s Camiinho do fluido no sistema

Figura 3.4: Esquema da unidade LMS , operando na posi¢do 1. As tubulag¢des utilizadas nesta
posigdo estdo representadas pelas linhas mais grossas, em negrito. As linhas mais

finas representam tubulagdes que ndo sdo utilizadas nesta posi¢@o.
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: :
! !

— 4

Valvulas de
amostragem

ol

Figura 3.5: Esquema da unidade LMS, operando na posigéo 2. As tubula¢des utilizadas nesta
posi¢io estdo representadas pelas linhas mais grossas, em negrito. As linhas mais

finas representam tubulagdes que néo sdo utilizadas nesta posigéo.
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As Figuras 3.6 e 3.7, mostram fotografias da unidade LMS que foi instalada nas
dependéncias do Laboratério de Biosseparagdo da Faculdade de Engenharia Quimica da
UNICAMP.

Figura 3.6: Fotografia da unidade LMS. Observa-se as quatro bombas, o aparelho de UV entre

as mesmas, as colunas, tubulagdes e valvulas multiposigéo.

\ 1 2 3
l ' o -

Figura 3.7: Fotografia da unidade LMS. Detalhe das valvulas multiposi¢do (que contém

estruturas retangulares de cor negra) e dos nos entre as colunas.
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3.2 - Sistema de Analise

Para testar o desempenho da unidade LMS, € preciso analisar a pureza das correntes de
extrato e de refinado, definidas pelas equacdes (2.28) e (2.29), respectivamente. O refinado
deve apresentar a maior pureza possivel no componente menos retido no adsorvente, e o
extrato, no componente mais retido.

A analise do extrato e do refinado se da através da passagem destas correntes por um
detector espectrofotometro de radiacdo ultravioleta (UV), que mede a concentracio total da
corrente, ou seja, a concentragdo de (A + B), e em seguida por um polarimetro, que mede a
diferenca entre a concentracdo de A e B (A - B), em cada uma das correntes, ou seja, a pureza
de cada um dos componentes obtidos. Estas medi¢des sdo efetuadas em linha.

O detector espectrofotometro de UV foi adquirido da Shimadzu, modelo SPD-10 Avp,
utiliza uma ldmpada de deutério como fonte de luz, e é adequado para analise na regido de
espectro ultravioleta. Os resultados das analises podem ser visualizados em um computador.

O polarimetro utilizado foi adquirido da Jasco Corporation, de modelo P-1010, e
realiza a medi¢do da rotagdo Optica de substdncias opticamente ativas, da rotagdo Optica
especifica, das concentragdes, da escala de agucar, da pureza Brix e da pureza optica. Também
informa se um enantidmero é destrogiro ou levogiro. Os dados resultantes da analise podem
ser visualizados em um computador.

O processamento dos sinais obtidos pelo detector UV e pelo polarimetro requer a
solugdo do seguinte sistema de equacdes lineares (ZENONI et al., 2000):

Ryv(t) = a.[ca (1) +ca (D)] (3.1

Rpor(t + At) = B.[ca (1) - ca (1] (3.2)
onde Ryv e RpoL 30 os sinais medidos no detector UV ¢ no polarimetro, respectivamente, e ¢
e B sdo constantes a serem determinadas através da calibragdo destes dois equipamentos. As
incognitas do sistemna sao as concentragdes dos enantidGmeros ca € Cg.

As concentragdes ca € cp. sdo fungdes do tempo. Na realidade, um elemento de fluido
que atinge o0 UV em um tempo t, atingira o polarimetro somente no tempo t + At, sendo At o
tempo que a corrente leva para atravessar o volume da tubulacdo que interliga os dois

equipamentos, sendo calculado pela divisdo deste volume pela vazao da corrente.
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O sistema de anélise tem como func¢do de analisar duas correntes (extrato e refinado),
sendo que tanto o aparelho de UV quanto o polarimetro s¢ podem analisar uma corrente de
cada vez. Assim sendo, as corridas experimentais deverdo ser realizadas sempre em duplicata,
para que se possa analisar o extrato em uma corrida e depois o refinado em outra, ou vice-
versa (ZENONI et al., 2000).

O revezamento das correntes de refinado e extrato no sistema de anélise € possivel

através de um arranjo de trés valvulas de duas posig¢des. Este arranjo pode analisar o extrato e

descartar o refinado (posi¢do A) ou analisar o refinado e descartar o extrato (posi¢ao B).

O arranjo de valvulas do sistema de analise ¢ mostrado na posi¢do A na Figura 3.8 ¢ na

posi¢do B na Figura 3.9.

Ex

Bomba de
retirada
de extrato

Bomba de
retirada de
refinado

Figura 3.8: Sistema de analise na posi¢do A (analisa o extrato e descarta o refinado).

Ex

Bomba de
renirada
de extrato

retirada de

‘ Bomba de
refinado

R

s

-
>

Figura 3.9: Sistema de andlise na posi¢do B (analisa o refinado e descarta o extrato).
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O esquema do sistema LMS, junto com o sistema de analise, é mostrado na

Figura 3.10.

Figura 3.10: Esquema da Unidade LMS com sistema de analise.
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A unidade é dotada também uma vélvula de amostragem instalada conforme a Figura
3.11, conectada ao topo de uma das colunas, para a coleta de amostras para a determinagdo do
perfil interno de concentragdes, na série de colunas da unidade LMS. Nesta valvula ha um
“loop” de 200 uL, através do qual amostras do fluido que passa pela coluna séo coletadas. No
momento em que se deseja fazer a coleta, atua-se manualmente na valvula para se fazer a
mudanca de posicdo, o fluido deixa de passar por dentro do “loop”, € o conteudo do mesmo €
retirado do loop através de uma seringa, e armazenado para posterior analise, para a
determinagdio das concentragdes de cada enantidbmero. As amostras s3o coletadas na medida
em que ocorre o rodizio de posi¢des das correntes, apesar de originarem fisicamente sempre
do mesmo ponto, na verdade representam cada um dos nds entre colunas mostrados na Figura
3.1, ja que a fungéo das colunas adjacentes ao ponto de coleta varia de acordo com a troca de
posicdes das correntes. A andlise dessas amostras possibilita a determinagdo de um perfil
interno de concentragdes dos enantibmeros D e L, o que ilustra a dindmica da separagdo na

série de colunas.

Figura 3.11: Fotografia da unidade LMS. Detalhe para a valvula de amostragem, empregada
para a coleta de material ao longo de um ciclo completo no estado estaciondrio,
para a determinagdo do perfil interno de concentragdo em todas as colunas da

unidade LMS.
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3.3 - O Adsorvente

Na literatura ecaconframese inameras fases estaciondrias guirais empregadas em
processos cromatograficos, sendo que as derivadas de polissacarideos slo as que apresentam
maior capacidade adsortiva, isto €, necessitarn de quantidades maiores de substrato para que
haja a saturac@o do adsorvente, Este aspecto ¢ importante principalmente quando se almeja um
aumento de escala nos processos de separagdes, possibilitando assim uma  maior
produtividade. Estas fases estaciondrias também apresentam boa estabilidade guimica com
diferentes condicdes operacionais (FRANCOTTE, 260D,

Dentre as fases estactondrias derivadas de pohssacarideos, os carbamatos sfio os que
apreseniam maiores ocorréneias pa Literatura, destacando-se 2 fase baseada em tris (3,5
dimetilfenilcarbamato} de celulose que ¢ adsorvida (suportada) em silica (TDFC) encontrada
comercialmente com o nome de Chirgleel OD. Este adsorvente possui ampla aplicagiio na
resolugdo de racematos sende citado em um vasto numero de artigos cientificos. Para
exempitficar, uma pesquisa realizada na base de dados bibliogréficos “Web of Science” com
as palavras-chave em inglés “chromatography and Chiraleel od” foram encontrados cerca de
218 artigos publicados entre o5 anos de 1990 a 2004, empregando esta fase estaciondris em
pesquisas relacionadas com a separagiio enantiomérica, fanto em escala analitica, quanto
preparativa,

Este adsorvente apresenta caracteristicas muito favordveis para seu emprego na
unidade LMS, principalmente por apresentar a resolugio de wm grande ndmero de musturas
racémicas e de suportar alfas pressbes sem que ocorra 2 comatagem do leito adsorvente e
danos em suas particulas, possibilitando um ganho adicional no tempo de vida Gl No
entanto, 2 aquisicio de oito colunas comercials com este adsorvente apresentou um alto custo
para o projeto, principalmente por se tratar de um produto maportado de alto valor agregado. A
compra somente da fase estaciondria tambdm nfo foi possivel devido a dificuldades por parte
dos fabricantes deste produto, de comercializar pequenas quantidades deste material, 100 a
200g para posterior enchimento das colunas no préprio laboratério.

A utilizacBo deste adsorvente po  processe LMSE, s6 for possivel com o
desenvolvimento da sintese do tris (3, 5-dimetilfenilcarbamato) de celulose pelo Laboratdrio de

Sintese Orgénica do Instituto de Quimica, coordenado pele Prof. Dr. Carlos R, D, Correia e
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realizada pelo Quimico Dr. Marco J. S. Carpes. Apds a sintese o adsorvente foi entdo
caracterizado, padronizado ¢ subimetido ao empacotamento em colunas cromatograficas de ago
inox 316, realizado no préprio laboratdrio, para os ensaios em batelada com o sistema CLAE ¢

com o leito movel simulado.

3.3.1 — AvaliacAe do Adsorvemte Tris (3.5-Dimetilfenilcarbamato} de

Celulose na Resolucfio de Racémicos

Antes de realizar a sintese da fase estacionara tris (3.5-dimetilfenilcarbamato) de
celulose para a confecciio de colunas cromatograficas preparativas, ensaios experimentals em
batelada foram realizados utilizando wm sistema de CLAE, empregando uma coluna
cromatografica analitica comercial Chiralcel OD, adquirida da Daicel®. Esta coluna analitica
possui 0,4 cm de didmetro interno e 25 cm de comprimento e 4000 A de diametro de poro.
Neste ensaio inicial foram empregadas diferentes misturas racémicas, visando assegurar um
nimere de moléculas disponiveis em laboratéric que apresentassem a separagio de seus
enantibmeros nesta fase estaciondria quiral, uma vez que a aquisigio comercial destas misturas
racémicas também requer um alto custo.

Na Tabela 3.1 sfo apresentadas algumas das moléculas de racematos empregadas neste
ensaio para a separagdo dos seus enantifmercs, juntamente com suas estruturas quimicas,
Todas estas moléculas foram sintetizadas no laboratério de Sintese Orgdnica do Instituio de
Quimica da UNICAMP, com exceco da cetamina que fol adquirida junto a empresa
farmacéutica Cristalia - [tapira-SP.

A fase movel empregada nesta etapa do trabalho fol composta de uma mistura bindria,
em diferentes proporgdes, de hexano e isopropancl, solventes ultrapuros de grau
cromatografico. Em alguns ensaios, também foi utilizade o etanol em substifuicdo ao

isopropanol.
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Tabela 3.1: Misturas racémicas empregadas para 2 resolucfic enagtiomérica.
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£33 N -beicarbonil-d-ddemeronifonil -2, S-plroiinodicarboxias Jdo dimetila

I

A grande maioria destas moléculas, apresentadas na Tabela 3.1, tiveram seus

enantidmeros separados com a coluna Chiraleel QD comercial, 2 excecfo das moléculas dos

analogos ao aspartato, andloge so glutamato, andlogo so arilaspartato ¢ cetamina. Os
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cromatogramas da separagio serfio mostrados mais adiante na se¢lio de resultados e

discussdes.

3.3.2 - Sintese da Fase Estaciomdria Tris (3.5-Dimetilfeniicarbamate} de

Celulose

Os ensaios com a coluna analitica Chiralecel OD, demonstraram que o adsorvente
TDFC foi eficiente na separacio das moléculas empregadas, motivando o desenvolvimenio da
sintese deste adsorvente para a preparagio das colunas cromatograficas que foram empregadas
no LMS em escala sernipreparativa. Obtendo assim o doradnio de todo o processo, desde a
montagem da unidade LMS até a preparagio e caracterizagio das colunas cromatograficas
utilizadas na resolucdo de racematos.

A preparagio de uma fase estaciondria quiral € um processo bastante laborioso que
necessitou de varias etapas de reagfio e de caracterizagho, visando a obtengdo de colunas
cromatograficas que apresentassem boa estabilidade e reprodutibilidade na separacio de
enantidmeros. Esta experiéncia na confeccio de colunas foi adquirida junto ao Departamento
de Quimica da Universidade Federal de 3dc Carlos, nos laboratérios coordenados pela
Profa.Dra. Quézia B. Cass, que possui larga experiéncia na preparagio de colunas quirais
(CASS et al, 1996; CASS et al, 1997; CASS etal, 2001).

A confeccio da fase estacionaria pode ser dividida em trés etapas principais:

17 Derivacio da celulose;

-2 Adsorcio do carbamato ac suporte;

-3° Empacotamento da coluna cromatografica quiral.

A primeira ctapa consistiu na derivagfio da celulose ao tris (3,5-dimetilfenilcarbamato)
de celulose para a preparagio de umé coluna semelhanie a Chiralcel OD. No esquema
reacional da Figura 3.12, a celulose foi derivatizada através da reagdo com o isocianato de 3,5~

dimetilfenila, formando o tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.
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Figura 3.12: Esquema reacional da derivagdo da celulose com socianato de 3, 5-dimetilfenila

formando o trs {3,5-dimetilfenilcarbarsato) de celulose.

Procedimento da Sintese

Em um baldo com agitagio magnética, contendo 2,0 g (12,3 mmaol) de celulose (seca)
foi adicionade 100 mL de piridina anidra e aquecido a 100 °C por 24 b, Depois de resfriado, a
temperatura ambiente, foram adicionados 6,0 mb. (432 manol) de isocianato de 3.5-
dimetilfenila, permanecende por mais 72 b a 100 °C. Apds este perfodo a reaglio foi restriada a
temperatura ambiente e o produto precipitado com 600 ml de metanol sob agitagdo. A mistura
foi mantida em agitagdo por 1,0 h, filtrada a vacuo em funil sinterizado e o produto lavado
repetidas vezes com metanol, para eliminagfio total da piridina. O produto foi seco a 60 °C em
estufa @ vacuo por 24 h, resultando em 6,5 g (88% de rendumento) de um s6lide branco
caracterizado como o carbamato. Nesta efapa o carbamato, substrato quiral, foi preparado,
sendo o principal agente responsavel pela discriminagio quival dos enantibmeros.

A segunda etapa consistin em adsorver o carbamato a um suporte, sendo utilizado
comumente silica gel que confere uma maior estabilidade mecinica & celulose carbamoilada.
Alualmente tem se empregado silica gel derivatizada, o que acarreta em uma diminuig3o na
polaridade ¢ da acidez da silica, levando a uma fase mais estavel, eficiente e reprodutivel. A
silica utilizada foi a 3-aminopropilsilica (LUNA) de 10 pm de difimetro de particula e 300 &
de difimetro de poro, ja derivatizada. Esta silica derivatizada ¢ distinta da utilizada na Chiraleel
OD comercial apresentando um menor custo comercial ¢ freqlientemenie fornece separagdes
semelhantes.

Foi realizado o recobrimente do carbamato & silica utilizande wm baldo especialmente

adaptado, preparado através de um afundamento externo da superticie do balfo em guabo

(%]
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posigGes transversais, visando melhorar a superficie interna de contato do baliio e assim

methorar a adsorcio do carbamato 4 silica.

Cobertura do suporte silica pelo carbamato:

No balfo para revestimento de silica adicionou-~se 8,0 g de silicae 150 mL de THF ¢
refluxou-se a suspensio por 30 minutos. Depois de resfriar a suspensfo a temperatura
ambiente adicionou-se 2,0 g carbamato solubilizado em 30 mi. de uma mistura contendo
THE:CH,)CL: DMA (5:4:1 v/iv). Os solventes foram evaporados lentamente em rota-
evaporador e o produto seco em estufa a vicuo 3 60 °C. O sélide obtido foi removido do baldo
e peneirado em uma peneira de orificio de 38 pm, para a uniformizacio do tamanho das
particulas,

A terceira etapa realizada fol o empacotamento das colunas cromatograficas, tanto em
dimensdes analiticas quanto semipreparativas.

Para esta ciapa preparou-se uma suspensio de 3,0 g da fase estaciondria quiral em
150 mL de uma mistura de hexano/isopropanol 50% (v/v). Em seguida a suspensfo foi
adicionada no aparato experimental da Figura 3.13, que foi desenvolvido para munumizar a
guantidade de particulas muito finas, com didmetros menores que 3 um. A eliminacio destas
particulas é de fundamental importincia no prepare de uma coluna cromatografica. uma vez

que elas contribuem muito para o aumento da gueda de pressdo na coluna.

srghogsand sep wpand op oppesy

DRIR{{ 0P opiuag

Figura 3.13: Sistema desenvolvido para s redugfo de particulas finas, existentes na fase
estaciondria. (1)-Adig3o do adsorvente; {Z) — Soluglo de hexano/isopropanol

{70/30 % viv); (3% bomba peristaltica e (4) — matenial precipitado.
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No aparato desenvolvido na Figura 3.13, tem-se uma coluna de vidro com volume de
100 ml. preenchida inicialmente com uma solugio de hexano/isopropanol {70030}, no topo
desta coluna em (1), a suspensdo homogénea ¢ adicionada, Neste sistema as particulas mais
orossas tendem se a precipitar mais rapidamente que as particulas mais finas, ¢ um artificio
utilizado para fazer com gue as particulas finas se mantivessem em suspensio foi adaptar uma
bomba peristaltica (3) de forma a proporcionar um fluxo com sentido contrdrio & queda das
particulas. As particulas finas poderm ser entéo coletadas em um outro reservatdrio externo em
{2} ap6s a precipitagho das particulas mais grossas em (4). As particulas precipitadas em (4)
san entio coletadas, mantidas em banho ulfra-sonico por 3 min ¢ empacotadas em uma coluna
de ago woxidavel.

No laboratério foram preparadas colunas na escala analitica e na escala
semipreparativa. As colunas analiticas possuem dimensSes semelhantes & coluna Chiraleel OD
vendida comercialmente e descrita pa secfio 3.3.1. As colunas seripreparativas desenvolvidas
para a unidade LMS possuem 20 om de comprimento e 0,77 em de didmetro interno sendo
todas empacotadas com uma pressdo de 7500 psi, utilizando uma mistira  de
hexano/isopropancl 20% como fase mével, empregando o aparate de enchimento da Figura

1,14, também desenvolvido no Iaboratorio.

Figura 3.14: Sisterna empacotamento das colunas cromatogrdficas a altas pressbes. (1)-
Cilindro de gas comprimido para © impulsionamente da bomba hidro-pneumdtica;
(23-Bomba hidro-pneumdtica de alta pressfio; (3)-Reservatdrio da lama de
adsorvente; {4)-Conector em ago para unifio da coluna cromatogrifica ao

reservatorio e {5)-Coluna cromatografica a ser preparada,
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Apbs o empacotamento cada coluna fol condicionada em um sistema de CLAE
empregando como fase moével uma mistura de hexano/isopropanol 10% durante 12 h com
fluxo de 0,5 mL.min” ¢ posteriormente avaliada.

Todas os compostos que haviam sido testados na secio 3.3.1 com a coluna Chiralcel
OD comercial, também foram festados com estas colunas desenvolvidas no laboratério

empregando um sistema de CLAE.

3.4 - A Mistura Racémica

O racemato selecionado para o estudo da separacfio, dos seus enamtidmeros no
processo LMS, foi o N-Boc~(4-clorofenil)-2-pirrolidinona também conhecido como N-Boc-
baclofeno-lactama, cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 3.15. O N-Boc-baclofeno-lactama &
um precursor do farmaco baclofeno, comercialmente encontrado nas marcas Lioresal® e

-
Baclon”.

Figura 3.15: Esmztaquuimica do N-Boc-baclofeno-lactama.

O baciofeno na forma racémica é empregado clinicamente come um relaxante
muscular e agente antiespastico de agiio medular. E um dos farmacos mais importantes
utilizado na espasticidade em pessoas com esclerose multipla, sendo também aplicado em
traumas, compressdes ou paralisia espinhal. Os pacientes que utilizam este medicamento
geralmente apresentam quadro de tensfo e rigidez muscular, acompanhada de dor e espasmos
flexores. A espasticidade é um dos sintomas mais comuns da esclerose multipla, atingindo

cerca de 80% das pessoas com esta doenga.
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Estudos farmacoldgicos indicam que a sua atividade biolégica reside principahmente
sobre o enantibmero (R), enguanto que o enaptiomerc (5) apresenta baixe afividade
(CHENEVERT & DESJARDINS, 1994).

O N-Boc-baclofeno-lactama racémico for produzide no Laboratdrio de Sinfese
Orghnica no Instituto de Quimica da UNICAMP, coordenado pelo Prof. Carlos Roque Duarte
Correia, e gentiimente fornecido em quantidade suficiente para as anglises no sisterna CLAE ¢

para o desenvolvimento do processo de separagio de seus enantidmeros com o sisterna LMS.

3.5, Curvas de Calibraciio

Para a andlise experimental da mistura racémica N-Boc-baclofeno-lactama foram
desenvolvidas duas curvas de calibracio empregando um sisterna de CLAE. Uma foi realizada
para a obtengéo da variagdo da concentra¢io de N-Boc-baclofeno-lactama em funcfic da drea
dos picos de cada um dos enantibmeros, constituintes na mistura, empregando uma coluna
analitica preenchida com o adsorvente quiral TDFC. Quira curva foi determinada para a
verificar a variaciio da concentragio de N-Boc-baclofenc-lactama em fungdo da absorbéncia
no detector UV/VIS existente na unidade LMS.

A primeira curva foi realizada com 2 injeciio de solucdes de N-Boc-baclofeno-lactama
em diferentes concentracies ne sistema CLAE equipado com a coluna analitica ¢ um sigtema
integrador de frea. Sabe-se que em uma mistura racémics seus enantimeros coexistem na
proporgio de 50%, assim sendo para uma solacio de 1.0 m-g;{mfﬂ da mistura racémica tem-se
0.8 mgcmL“ de cada um dos seus enantidmeros,

A curva de calibragiio foi montada com os valores de concentragho em funcio das
4reas conseguidas para cada um dos enantibmeros. Esta curva de calibragio ¢ importante para
a quantificacio dos compostos coletados nos experimentos de isotermas e equilibrio € a
anslise das correntes de extrato e refinado nos experimentos na anidade LMS.

A segunda curva foi realizada para a determinagiio da variagio da concentragio de N-
Boc-baclofeno-lactame em funcdo da absorbincia do mstema UV/VIS, possibilitando a
guantificacdo na unidade LMS. Uma solugo de N-Boc-baclofeno-lactama foi preparada com
alta concentracéio e bombeada através de uma célula de UV/VIS existenic no sistemna LMS por
umt determinado tempo até que o sinal fornecido pelo sistema se estabilizasse, ¢ em seguida
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esta solucdo foi diluida a um determinado valor conhecido, pela aplicagio da fase mével sem o
N-Boc-baclofeno-lactarna, utilizando uma outra bomba do sistema, formando assim diferentes
“degraus” de concentracdo ao longo do tempo. Esta curva ¢ utilizada para a quantificacio da
mistura racémica e para os enantidmeros isolados, uma vez que ambos possuem & mesma
capacidade de absorgio na mesma concentragiio. A média dos valores de tensdio {volts) cada
degrau foi calculada sendo conmstruido o grafico de tens@io em funcio da respectiva

concentracio.

3.6 — Determinacfio da Porosidade do Leito

Experimentos de pulsos cromatograficos com o tri-terc-butil benzeno (TTBB) foram
realizados com a finalidade de se verificar a homogeneidade do empacotamento ¢ determinar a
porpsidade total da coluna (£} ¢ do leito (&), respectivamente. O TTBB ¢ uma molécula
relativamenie pequena (M.M.= 264,44 g.gmol') e inerte ac adsorvente, sendo capaz de se
difendir nio somente através do leito mas também nos intersticios das particulas do sélido
poroso (KOLLER, RIMBOCK, MANNSCHRECK, 1983).

O TTBB foi previamente dissolvido em metanol, formando uma solugdo com
poncentracio de 0.5 mg.mL“l‘ Pequenos pulsos cromatograficos (20 ul) desta solugde foram
injetados na coluna sob condigdes isocraticas utilizando um sistema de CLAE. Apds o periodo
de tempo necessério para a estabilizagio do sisterna e a diferentes vazdes de alimentacio da
fase mével, com valores na faixa de 04 8 1.0 mL.min". A temperatura do sistema fot mantida
constante e igual & 25°C £ 1°C. As respostas dos pulsos foram monitoradas pelo detector UV
no comprimento de onda a 254 nm. Este detector emite um sinal de freqlifncia que ¢ captado
por uma placa de aquisi¢io de dados (Aqdados da Linx). sepdo este sinal convertido em
tensio (v) possibilitando assim construir wm gréfico da tensfio em fungdo do tempo de
residéncia do TTBB na coluna.

O tempo gue o pulso com a solugdo do inerte leva para atravessar o leito ¢
diretamente proporcional 3 sua porosidade (PEDEFERRI et al, 1999) representado pela
Equaciio 3.3,
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P
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Na Equacio 3.3, ¢ ¢ a porosidade total do leito, ou seia, a fragio de vazios referents
a0s espacos entre as particulas e aos poros do adsorvente, fp € o fermpo de residéncia do inerfe
no leito de adsorvente, O ¢ a vazfio da fase movel no caso especifico de metanol, V€ o volume
total do leito cromatografico.

¥ valido destacar que o tempo de residéncia do inerie 15 na Equagdo 3.3 refere-se ao
tempo que o mesme leva para atravessar somente o leito de adsorvente; por 1580, © tempo de
residéncia gasto no volume morto, deve ser descontado do tempo de residéncia total. Teme-se

enido na Equacio 3.4, a corregio do valor do tempo de residéncia no leito adsorvente.
tp = L " tum (3.4}

Na Equachio 3.4, ty. é o tempo de residéncia total no leito e no volume morte, fin € 0
tempo de residéncia no velume morto.

A medida do tempo de residéncia no volume morio € feita através do seguinte
procedimento: remove-se 4 coluna do sisterna, mantendo toda a tibulagdo, vilvulas ¢
conexdes responsaveis pela formacio do volume morto, £ repete-se a injeglo do inerte; o pico
resultante refere-se ao tempe que o inerte leva no volume morto.

O valor da porosidade do leito pode ser obtido pela correlagho proposta por
RUTHVEN (1984), representada pela Equagdo 3.5. A porosidade da particula foi estimada

utilizando 2 Equacio 3.6,

g =0,45+0,55¢ (3.5

g =g+ {l-8)&, (3.6)
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3.7 - Avaliaciio da Queda de Pressio das Colunas Semipreparativas

Com a determinacio do valor da porosidade as colunas também foram avaliadas
quanic a0 comportamento da gueda de pressdo em funcio da velocidade superficial do fluxo
de liquido, empregando um sistema CLAE.

Na Literatura encontram-se equacdes e correlagdes que répresentam: o comportamento
do leito porosc para determinadas faixas de vazbes. Para baixas vazdes, onde se considera o
escoamento monofisico lento, através de um meio porosoe de comprimento L, a queda de
pressdo AP, depende linearmente da vazio Q. visto através da Equagiio (3.7) cléssica

designada como a Lei de DARCY:

AP _mo_BQ
L. K KA (3.7)

Na Equagio (3.7), p € a viscosidade da fase fluida que percola a coluna, q € a
velocidade superficial; “A” é drea da segao transversal da coluna, Q ¢ a vazdo de lgudo que
passa através da coluna e K € o coeficiente de permeabilidade do leito.

Expressdes que relacionam a #&mea&iiid&é& K. com a porosidade do meis ¢ ©
tamanho das particulas d, sfo encontradas na literatura. Entre as mais conhecidas tem-se a
correlacio de CARMAN ~ KOZENY (KUNILE LEVENSPIEL, 1962), Equagio (3.6).

| 63@2(’!2
K o e
36p(1—¢) (3.8)

Na Equacio (3.8) o ¢ a esfericidade ¢ no caso de particulas esféricas este valor ¢ igual
a1 e B e um parimetro de ajuste com valores entre 4.5 a 5. Observa-se nesta equagio &
dependéncia da queda de pressao com ¢ quadrado do difimetro médic de particula, ou seja, a
presenga de particulas finas afetaria muito a permeabilidade do leito levando a um incremento
consideravel da pressio para uma da vaziio de operagio.

Neste ensaio empregou-se o etanol como fase movel e com vazdes variando de 0,2 a

1.0 mb.min”,
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3.8- Determinacfio das Isotermas de Equilibrie de Adsorgio

Ensajos para a determinagdo das isotermas ndo lineares foram realizados com a mistura
racémica visando a verificacio da competitividade dos enantibmeros presentes na misiura
racémica N-Boc-baclofeno-lactama pelo sitios de ligaclio com 0 adsorvente TDFC, ¢ para
verificar em qual faixa de concentracdo se aplica as isotermas lingares.

A isoterma de equilibrio é a condigho prévia mais importante para modelar processos
de separacio em cromatografia liquida (SEIDEL-MORGENSTERN et al,, 1993) ¢ descreve
guantitativamente a distribuicio de equilibric de um soluto entre as duas fases envolvidas no
processo cromatografico sob uma larga faixa de concentragéo. A cromatografia preparativa,
por raziies econdmicas, geralmente € realizada a altas concentragbes e, nestas condigdes, as
isotermas de equilibrio raramente s8o limeares (GUIOCHON & LIN, 2003). As conseqliéncias
do comportamento ndo-linear para 03 perfis das bandas cromatograficas sdo bem conbecidas
(SEIDEL-MORGENSTERN et al, 1993 SEIDEL-MORGENSTERN E GUIOCHOXN,
19934}, Foi demonstrado que a termodindmica controla perfis de bandas, particularmente a
alias concentragdes e quando a cinética de transferéncia de massa é rapida (GUIOCHON et al.,
1994).

Para misturas de multicomponentes, a complexidade na determinagdo de isotermas
competitivas resulia da competicio que hi entre os diferentes componentes por interacbes com
a fase estaciondria. O aumento da concentragdo de wm componente adsorvido implica
geralmente na redugdo da quantidade de outro componente adsorvido em equilibrio quando os
dois componentes estio presentes na soluglo, 0 que ilustra o carater competitivo da adsorgio

(GUIOCHON et al., 1994).
3.8.1 - O Modelo de Langmuir competitive

O modelo de Langmuir competitivo considera que o processo de adsorcio aconfece em
uma superficie composta de um niimero fixo de sitios de adsorgdo de igual energia, uma
molécula sendo adsorvida por sitio até que a cobertura da monocamada seja alcangada
(JAMES, 1994). Este modelo € o mais fregiientermente utilizado para descrever adsor¢io ndo-

linear, crabora seja assumido que ¢ um modelo muito simples para informar 2 adsorgio em
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fases estaciondrias guirais. A isoterma de Langmuir corresponde a wna cinética de adsorgdc

homogénea e € expressa matematicamente na Equagio 3.9 (FELINGER et al, 2003).

bC,

St hudl NESSESS 1 Iy 3.9
S 1700, +b.C, )

q; =

Na Equaciio (3.9) g ¢ a capacidade de saturacao da monocamada do adsorvente ¢ b€ a
constante de equilibrio de adsorgio ou coeficiente de distribuicio, A constante de Henry (Hi)
para o componente i ¢ dada pelo produto gebi.

O modelo de Langmuir tem sido amplamente utilizado para correlacionar dados
experimentais obtidos em sisternas de adsorgiio solido-liquido, possuindo limitagbes devido 3
restricio a superficies homogéneas e cobertura da monocamada. A isoterma de Langmuir €, no
entanto, conveniente para andlise quantitativa de processos de adsorgiio e tém uma base fisica,
distintamente de tais equagdes empiricas como © modelo de Freundlich que nfo tem nenhuma
justificativa tedrica significante (JACOBSON et al., 1984). A grande vantagem deste modelo €
o pequenc namero de pardmetros requeridos & a simplicidade de sua derivacio. De fato,
somente trés parimetros sdo necessarios para descrever adsorciio competitiva: duas constantes

de equilibrio e a capacidade de saturagfio (CAVAZZINI et al, 2002).
1.8.2 - © Modelo bi-Langmuir competitivo

Quando enantiémeros 530 separados em uma fase estacionaria quiral, ¢ esperado que a
fase estaciondria seja heterogénea, com uma distribuicio de energia bimodal. O modelo de
isoterma bi-Langmuir assume que a superficie da estaciondria quiral contém dots diferentes
tipos de sitios. Sitios nio-seletivos retém ambos 05 enantidmeros com 4 Mmesma energia de
adsorcio, enquanto que o sitios enantioseletivos interagem diferentemente com estes dois
enantidmeros, ligando-se a eles com diferentes energias (com igual ou diferente capacidade de
saturacdo). Assim, as constantes de equilibrio dos dois epantiGmeros nos sitios ndo-seletivos
sdio iguais e 0 modelo bi-Langmuir possui apenas ¢inco pardmetros neste caso. Este modelo

pode ser considerado como wma extensio do modelo competitivo de Langmuir quando estes



LAy VLU J AVEL A A RJENRS ARAY Bad LVERES & W7 ESAFAF

dois tipos de sitios coexistem na superficie da fase estacionaria, sendo descrita através da

Equagdo 3.10:

g b C b. C. _
q; =q,, ns,i i +q, 5,1 i = 1’2 (3 10)
"1+b,,(C,+C,) T 1+b,C +b,,C,

Na Equagdo (3.10), by; é a constante de equilibrio para a adsor¢do nos sitios nio-
seletivos, bg; é a constante de equilibrio para a adsorgfo nos sitios enantioseletivos, qps € a
capacidade de saturagdo dos sitios ndo-seletivos e qs ¢ a capacidade de saturagdo dos sitios
enantioseletivos (FELINGER et al., 2003; ZHOU et al., 2003; CAVAZZINI et al., 2002).

3.8.3 - Método para a Determinagiio das Isotermas Competitivas

A isoterma de adsor¢iio competitiva foi determinada seguindo o método descrito por
PAIS et al. (1998). Nesta metodologia, a coluna cromatografica previamente equilibrada com
fase movel eluente foi alimentada com uma solugdo de racemato com concentragdo conhecida
Cr até que o equilibrio entre a fase sélida e a fase liquida, fosse atingido. Em seguida, a coluna

foi completamente eluida com a fase movel, a Figura 3.16 ilustra estas etapas do experimento.

y N

Equilibrio

Etapa de Etapa de
Saturagio Eluicao

Concenirag io (mg/mlL)

_J

Figura 3.16: Grafico esquematico do ensaio para a obtengdo da isoterma de equilibrio.

4

Tempo (min)

empregando um coluna cromatografica quiral, com destaque para a etapa de

saturacdo da coluna em azul e a etapa de eluicdo em vermelho.
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O volume eluido resultante da etapa de dessor¢do foi coletado e analisado em uma
coluna analitica previamente calibrada, de forma, a conhecer a propor¢ao de cada um dos

enantidmeros. Este procedimento fornece um ponto na isoterma de adsor¢ao para cada dos
aa . 7 * . . s
enantiomeros constituintes do racemato (Cj.q; ) sendo o indice i referente a cada um dos
enantidomeros. O balango de massa na condi¢do de equilibrio ¢ descrito pela Equacdo 3.11 e
- ‘ - * Y *
fornece o valor da concentragdo de cada componente retido na particula, ¢, , em equilibrio
com a concentragdo alimentada, C,,. A concentragio na fase de sélido ¢, inclui tanto a

concentra¢do na fase adsorvida quanto a concentragdo no fluido no interior dos poros do

adsorvente. Neste balango de massa, C, ., ¢ a concentragao de cada componente no volume

eluido obtido no passo de dessor¢do, V4 € o volume eluido, V. € o volume da coluna, e € ¢ a

porosidade do leito.

. VC,.—-eVC.. _
q = d~d.i ¢ F.i f=1,2 (3]])
(1-e)V,

3.9 — Medic¢do das Constantes de Henry dos Enantiomeros

Conforme visto na se¢do 2.1, para se projetar as condigdes operacionais da unidade
LMS, ¢é necessario conhecer os parametros das isotermas lineares do sistema adsorvente e
adsorbato. Como uma primeira aproximag¢ao, pode-se medir os parametros das isotermas
lineares, validas para sistemas diluidos. Estes pardmetros consistem nas constantes de Henry,

que podem ser obtidas pela seguinte formula (PEDEFERRI et al., 1999):

H, = , - (3.12)

Na Equagéo 3.12, tRéo tempo de reten¢do do enantidmero 1 na coluna. Este tempo ¢
medido através da injegdo da mistura racémica na coluna empacotada com a fase estaciondria

quiral TDFC.
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Ao se injetar a amostra do racémico, esta atravessa o leito, e se os enantiomeros da
mistura apresentarem diferentes afinidades pelo adsorvente, sairdo da coluna em tempos
diferentes, passardo por um medidor espectrofotdmetro UV em tempos diferentes, € gerarao
um cromatograma com dois picos, com areas praticamente iguais, indicando a presenca de
dois compostos que apresentam a mesma concentracio na amostra. Os tempos t* sdo os
tempos relativos a cada um destes dois picos. Se os enantibmeros puros estiverem disponiveis,

pode-se fazer injegdes dos mesmos, 0 que leva a uma maior precisao em tR .

3.10 - Projeto das Condi¢des Operacionais do LMS, para Sistemas Lineares

Para sistemas lineares (diluidos), detalhou-se na secao 2.1 que as condicdes
operacionais da unidade LMS, para que se obtenha a completa separagdo dos enantidmeros,
vém das inequagdes (2.23) — (2.26), que levam a construgdo de um grafico no plano (m; — ms),
com a regido de completa separacao, mostrado na Figura 2.4.

No grafico da Figura 2.4, deve-se escolher um ponto (mp, ms3) que se localize dentro da
regido triangular que corresponde a completa separacdo de A e B, ou seja, a regido de extrato e

refinado puros. Tem-se entdo, da Equagao (2.27):

QzLMSI* _Arat
m, = ‘
V(l-¢)

(3.13)

Q" -ve
m, = EV(l—a') (3.14)

Nas duas equagdes acima, tém-se ao todo, sete pardmetros (mz, m3, Qz, Qs, N 2
& L o oy = i . -
Destes sete, quatro sdo conhecidos (V, £, my, m;), sobrando assim trés incognitas (Q2, Qs e t)

para somente duas equagdes. Mas sabe-se que, da observagdo da Figura 3.1:

Q3:Q3 +F (3.15)
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Supondo que se queira processar uma quantidade ja fixada de material por dia, (ou por
qualquer outra unidade de tempo), ou seja, estabelecendo-se a vazao que se deseja na
alimentacdo, e juntando a equag@o acima as outras duas anteriores, calcula-se Q2, Qs € t.

Na unidade LMS tem-se cinco correntes, duas de entrada (alimentagdo F e entrada de
dessorvente Den) € trés de saida (extrato EX, refinado R e saida de dessorvente Dgjida), COMO
mostrado na Figura 3.1.

Na Figura 3.1, vé-se que a vazao na secao | (nas colunas 7 e 8) ¢ igual a vazdo de

entrada de dessorvente. Sabe-se que m; deve ser maior que Ha, ou seja:

QM -Ve

- >H
V.(l-¢)

" (3.16)

Escolhe-se Q, que satisfaga a inequacdo acima, € com isso, fixa—se a vazdo de entrada
de dessorvente.

Sabe-se também que my4 < Hg, ou seja:

0, =Ve'
Vi-¢)

<H, (3.17)

Escolhe-se Qs que satisfaga a equagdo acima, e com isso se fixa a vazdo de saida de
dessorvente, pois Q4 = Dsaiga, COMO S€ vé no esquema mostrado da unidade.

Até este ponto foram fixadas as vazdes nas bombas de alimentagdo, entrada de
dessorvente e saida de dessorvente. Restam ainda fixar as vazoes nas bombas de extrato e de
refinado.

Observando-se o esquema da unidade, vé-se que:

Ex=D,, -Q, (3.18)

Fixa-se entdo a vazio na bomba de extrato, ja que Den € Q; ja sdo conhecidos.

No esquema da unidade observa-se também que

R=Q,- Dye (3.19)
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Como Q3 e Dg,iga ja s@o conhecidos, obtém-se entdo a vazao na bomba de refinado.

Tem-se entdo projetadas as vazdes nas quatro bombas da unidade, e o tempo de troca
nas valvulas multiposicao.

Depois de selecionadas as condigdes de operagdo, deve-se verificar se as mesmas
satisfazem a algumas restri¢des fisicas da unidade. A primeira delas se refere ao balango de

massa global, que deve ser obedecido:

D +F=Ex+Ref+D,, (3.20)

Outras restricdes se referem a: um limite superior nas vazdes, pois a partir de um
certo valor, a perda de carga nas colunas fica muito elevada, causando o aumento da presséo,
que pode levar a vazamentos ¢ a danos nos equipamentos; ¢ um limite inferior no tempo de
troca das posigdes, pois um tempo de troca muito baixo levaria a um mal funcionamento das
valvulas de multiposicao.

Se as condigdes operacionais nao satisfizerem a Equa¢do 3.20 ou, apresentarem
valores de vazdo e de tempo de troca que ndo sejam compativeis com as restrigdes fisicas do
sistema, os calculos devem ser refeitos.

Para um projeto mais rigoroso, pode-se aplicar a Equagdo (2.45), que leva em
consideracdo a presenca do volume morto nas linhas, no lugar da equagdo 227. O
procedimento € similar ao que foi mostrado aqui. A unica etapa adicional consistiria na

medicdo do volume morto V;°.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

CAPITULO 4

4- RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 — Caracterizacio da Fase Tris (3,5-Dimetilfenilcarbamato) de Celulose e

dos Seus Constituintes

O carbamato obtido a partir da derivagdo da celulose com o isocianato na sec¢do 3.3.2

foi submetido a diferentes analises para a sua caracterizacdo. Estas analises foram realizadas

empregando as técnicas de analise elementar (CHN) e infravermelho (IV).

Na Figura 4.1 é apresentado o espectro obtido na regido do infravermelho (IV) para o

carbamato onde se pode verificar, principalmente, a presenga dos estiramentos C=0O do

carbamato em 1726 cm™' e N-H em 3294 cm™, do C-N em 1549 cm™ e C-O em 1221 cm™.
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Figura 4.1: Espectro no Infra Vermelho obtido para o TDFC.
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A analise elementar (CHN) do carbamato forneceu as seguintes composigdes de
carbono, hidrogénio e nitrogénio, andlise em duplicata: %C= 64,67 e 64,57, %H= 5,83 e 5,57,
%N=7,24 ¢ 7,30; sendo que os valores tedricos sdo: %C= 65,66; %H= 6,18; %N= 6,96. Esta
analise foi realizada pelo Instituto de Quimica da UNICAMP, como mostra o laudo na Figura
4.2.

As analises do IV e CHN sdo importantes para a caracterizagao e padronizagdo do
carbamato, a fim de facilitar nas futuras preparagdes deste material que € constituinte da fase

quiral e que 1ra recobrir as particulas de silica.
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Figura 4.2: Laudo da analise elementar do TDFC.
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A silica adquirida (Luna) foi analisada através do espalhamento de luz laser (light-
scattering) para obtengdo de sua distribui¢do granulométrica e microscopia de varredura
eletronica para avaliagdo quanto ao tipo de particula, tamanho médio e uniformidade.

Através da analise com o espalhamento de luz foi possivel obter o gréfico da
distribui¢cdo de tamanho de particula, onde se pode verificar que este material apresenta maior
porcentagem de seu volume com didmetro na faixa de 10 a 12 um. Menos de 3,0 % do seu
volume apresenta-se com didmetro abaixo de 2,0 um e que 90% do volume total tem diametro

inferior a 15 um como mostra a Figura 4.3.
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Figura 4.3: Analise granulométrica das particulas de silica Luna, adquirida comercialmente,

realizada através da técnica de espalhamento de luz laser (Light-scattering).

A microscopia de varredura eletrénica (MEV) permitiu a visualiza¢do ampliada da
silica. de acordo com a Figura 4.4, onde se verifica a predominéncia da forma esférica e uma
boa homogeneidade do conjunto, sendo importante como padrdo para comparages com

outros lotes que venham ser adquiridos ou silica de outros fabricantes.
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Figura 4.4: Microscopia de varredura eletronica da silica Luna.

A fase quiral, formada pela adsor¢do do carbamato a silica, também foi analisada
através do espalhamento da luz laser e microscopia de varredura eletronica. Na Figura 4.5,
tem-se analise do light-scattering para a fase estaciondria quiral, mostrando que apoés o
peneiramento da fase, que esta apresentou com uma distribuicdo de tamanho de particula com
diametro médio em torno de 13,64 um, e que 90% do seu volume apresenta didmetro abaixo

de 33 um e que 10% apresenta didmetro abaixo de 6 um.
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Figura 4.5: Distribui¢do de tamanho de particula para o TDFC, utilizando a técnica do
espalhamento da luz laser (light-scattering), para a nova fase estacionaria

sintetizada.
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Na Tabela 4.1, tem-se as imagens obtidas com a microscopia de varredura eletrénica,
realizadas j4 com a fase estacionaria TDFC. Nesta imagem € possivel visualizar o carbamato
adsorvido a silica formado blocos de particulas aglomeradas. Apés o revestimento as

particulas apresentam-se ainda na forma esférica.

Tabela 4.1: Imagens da microscopia de varredura eletronica da fase quiral TDFC.

Através da microscopia de varredura eletrdnica observa-se que hd uma deposi¢ao do
carbamato sobre a superficie das particulas de silica. As particulas finas com diametro abaixo
de 3 um da Figura 4.5 sdo geradas do desprendimento do carbamato da silica bem como da
fragmentacdo das particulas de silica. Estas particulas proporcionam uma diminuigdo da
permeabilidade do leito adsorvente (Equagdo 3.8), e assim levando a um aumento da queda de
pressio (Equagdo 3.7). Assim, cuidados devem sempre de ser tomados durante a etapa do
peneiramento da fase estacionaria, procurando fazer a eliminagdo das particulas finas antes da
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etapa de pressurizagdo no sistema de empacotamento, a fim de minimizar o desgaste das

particulas que constituiram o leito das colunas cromatograficas.

4.2 - Empacotamento das Colunas Cromatograficas

A estratégia para a producio das colunas cromatograficas com o adsorvente TDFC, foi
produzir primeiramente uma coluna com caracteristicas analiticas proximas a da coluna
Chiralcel OD adquirida comercialmente, apresentada na se¢do 3.3.1. Esta coluna produzida
possui 15 cm de altura de leito e 0,4 cm de diametro interno com 300 A de didmetro de poro.
Apbs 0 seu empacotamento esta coluna analitica foi empregada na resolu¢éo dos compostos
apresentados na Tabela 3.1.

Na Figura 4.6, pode-se comparar os cromatogramas da separacdo dos enantidmeros da
N-Boc-baclofeno-lactama. Estes cromatogramas foram obtidos com a coluna comercial e com
a coluna produzida no laboratério, empregando como fase movel uma mistura de
hexano/etanol (70/30 %.,.). O primeiro cromatograma a esquerda, foi obtido utilizando a
coluna analitica Chiralcel OD comercial com uma vazdo de 1,0 mL.min" da fase mével. O
segundo cromatograma foi obtido na coluna analitica desenvolvida no laboratorio, nas mesmas

condigdes operacionais.
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19.893
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Figura 4.6: Cromatogramas obtidos para a molécula do N-Boc-baclofeno-lactama utilizando a
coluna comercial Chiralcel OD a esquerda e a coluna de TDFC analitica
confeccionada no laboratério a direita, com vazdo da fase movel de 1,0 mL.min".
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O racemato N-Boc-rolipram, precursor do farmaco rolipram, também analisado quanto
a viabilidade da separac¢@o de seus enantidmeros com a coluna de TDFC. Na Figura 4.7 tem-se
os cromatogramas da separagdo dos enantiémeros destas moléculas, obtidos nas colunas
analitica comercial a esquerda, semipreparativa ao centro e na analitica confeccionada no
laboratério a direita, utilizando como fase mével e eluente a mistura de hexano/isopropanol

(90/10 % ) com uma vazio de 1,0 mL.min"".

Meod{_'ox
* N

Figura 4.7: Cromatogramas obtidos para a molécula do N-Boc-rolipram utilizando a coluna

13,278

Fé.68E

comercial Chiralcel OD a esquerda e a coluna de TDFC analitica confeccionada no

laboratério a direita, com vazao da fase movel de 1,0 mL.min™".

As separagdes dos racematos realizada com a coluna analitica TDFC, preparada no
laboratério foram bastante promissoras, apresentando resultados bastante semelhantes quando
comparados com a coluna analitica Chiralcel OD comercial. Importante ressaltar que esta
coluna analitica preparada apresenta um comprimento de 15 cm, menor do que a comercial
utilizada, que é de 25 cm. Isto faz com que o namero de pratos teéricos na coluna produzida
seja menor em relagdo a comercial revelando resultados bastantes positivos.

Outras moléculas racémicas estudadas também apresentaram boa resolugdo dos seus
enantidmeros com esta coluna analitica quiral produzida como mostra as Figuras 4.8, 4.9 e
4.10, respectivamente para a nitrolactama, dimetoxilactama e cetamina, demonstrando que a
fase estaciondria produzida apresenta um grande potencial de resolugdo de varios os

compostos racémicos com desempenho semelhante a coluna Chiralcel OD comercial.
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Das moléculas apresentadas na Tabela 3.1, apenas duas ndo tiveram seus enantidmeros
separados, o aspartato e o glutamato. Essas moléculas néo obtiveram sucesso na separagao
quer utilizando a coluna cromatografica desenvolvida ou a coluna Chiralcel OD comercial,

mesmo com ensaios sob diferentes condi¢des de operagdo como a composi¢do de fase movel e

temperatura.

2z. 170

pu—

Figura 4.8: Cromatograma obtido para a molécula p-nitrolactama com a coluna analitica

desenvolvida, sendo utilizado hexano 96 %./ isopropanol 4% como fase movel e

fluxo de 1,0 mL.min™".
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Figura 4.9: Cromatograma obtido para a 3,4-dimetoxilactama com a coluna analitica, sendo

38.475

o

utilizado a mistura hexano 92%/isopropanol 8% como fase movel a um fluxo de

1,0 mL.min”.
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Figura 4.10: Cromatograma obtido para a cetamina na coluna analitica, empregando a mistura

de hexano 85% / isopropanol 15% como fase mével e com fluxo de 0,4 mL.min™".

Os resultados alcancados foram decisivos para o desenvolvimento deste trabalho, em
que dois pontos principais para o projeto de separa¢do enantiomérica com o LMS estdo
garantidos, a saber, a obtengdo da fase estaciondria ¢ um nimero consideravel de moléculas
racémicas que apresentam interesse na resolu¢do de seus enantidmero. Estas moléculas sdo
produzidas no Instituto de Quimica da UNICAMP, como mencionado na se¢do 3.3.1, sob a
coordenacdo do Prof. Carlos R.D. Correia, e a obtengao dos enantiémeros enriquecidos em sua
forma enantiomericamente pura vém apresentar grande interesse, principalmente no
desenvolvimento de testes farmacologicos em pesquisas futuras. Para o presente estudo a
molécula racémica escolhida foi o N-Boc-baclofeno-lactama.

Como a fase estacionaria TDFC apresentou apta a resolugdo de enantidmeros, 8
colunas cromatograficas foram produzidas para serem instaladas na unidade LMS, seguindo o
mesmo procedimento aplicado no preparo da coluna analitica. Na Figura 4.11 tem-se os
cromatogramas conseguidos com as 8 colunas na separagao dos enantidmeros da molécula N-
Boc-baclofeno-lactama, empregando com fase movel a mistura de hexano/etanol (70/30 %v/v)

e uma vazao de 1,0 mL.min”".
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Figura 4.11: Conjunto dos cromatogramas da resolugdo dos enantidomeros do N-Boc-
baclofeno-lactama com a fase estacionaria TDFC empacotada nas 8 colunas
semipreparativas desenvolvidas, empregando como fase moével a mistura de

hexano/etanol (70:30 %v/v) com vazdo de 1,0 mL.min’".

Na Figura 4.11 sdo ilustrados 8 cromatogramas, em diferentes cores, obtidos com as 8
colunas semipreparativas que foram desenvolvidas para o seu emprego na unidade LMS. Estes
cromatogramas foram obtidos na resolugdo dos enantiomeros da molécula racémica N-Boc-
baclofeno-lactama empregando o sistema CLAE. Observa-se que ha uma boa reprodutividade
nos tempos de retengdo dos compostos apresentados. O primeiro pico (To) ¢ referente ao
tempo de retengdo do composto inerte tri-terc-butil benzeno (TTBB), e os dois picos restantes
sdo dos enantidbmeros que constituintes da mistura racémica. Esta reprodutividade ¢ de suma
importincia no projeto das condi¢des operacionais da unidade LMS, bem como crucial no

sucesso do processo de separagdo.
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De posse dos tempos de retengdo de cada um dos compostos apresentados nos
cromatogramas da Figura 4.11, houve a necessidade de se caracterizar cada uma das 8 colunas
semipreparativas produzidas quanto a sua porosidade e queda de pressdo, para o projeto das

condi¢des operacionais da unidade LMS.

4.3 - Determinac¢do das Porosidades das Colunas Semipreparativas

A porosidade total foi determinada através do método descrito na se¢do 3.6, onde cada
uma das colunas foi acoplada a um sistema CLAE e empregando o composto inerte 1,3,5-tri-/-
butilbenzeno (TTBB).

A Figura 4.12 apresenta os cromatogramas da inje¢do do inerte obtidos para apenas

uma das colunas semipreparativas produzidas, correspondente a coluna de numero 8.

5
4 | ML/MIN
0,8 mL/min
n n ﬂ 0,6 ML/MiN
S 3" e 0,4 mL/min
&
2
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0 2 4 6 8 10 12 14

minutos

Figura 4.12: Cromatogramas da inje¢@o do inerte TTBB na coluna semipreparativa com TDFC

confeccionada no laboratorio, empregando o metanol como fase movel.
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O tempo do volume morto (t,,) também foi obtido em diferentes vazdes, conforme

mostra a Figura 4.13.
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Figura 4.13: Cromatogramas da inje¢do do TTBB com sistema CLAE e sem a coluna
semipreparativa, empregando o metanol como fase movel para a determinagdo do

volume morto existente.

As injecdes do inerte TTBB, de acordo com a Equagdo 3.3, possibilitaram a
determinagdo da porosidade total do leito em cada coluna.

Os valores das porosidades (&) encontrados para cada uma das oito colunas de TDFC
confeccionadas sdo apresentados na Tabela 4.2. A média das porosidades apresentadas foi de
0,663 com um desvio padrdo de 0,011, confirmando assim a uniformidade das colunas quanto

ao empacotamento.

Tabela 4.2: avaliagdo cromatografica das colunas semipreparativa com o TDFC.

Coluna | 2 3 4 5 6 7 8 g (Média) Desvio

Porosidade Total (g¢) 0,661 0,660 0,672 0,665 0,649 0,660 0,660 0,655 0,663 0,007
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Os valores de porosidade encontrados neste ensaio estio consonantes com OS
apresentados na Literatura, onde se tém relatos de valores de porosidade total na ordem de

0,63 a 0,70 para colunas de TDFC vendidas comercialmente.
4.4 - Analise da Queda de Pressao nas Colunas Semipreparativas

A queda de pressdo nas colunas semipreparativas apresentou valor medio de 25,0 bar,
com desvio padrdo de + 2,2 bar, operando com uma vazdo de 1,0 mL.min"', empregando

etanol como fase movel.

No grafico da Figura 4.14 observa-se um bom ajuste entre os valores teoricos preditos
pela Equagdo (3.7) aos experimentais para AP/L em fungdo da velocidade superficial (q),

utilizando-se B =5, como pardmetro de ajuste.

2.0E+6 ~

& Experimental
1.8E+6 —
Téorico

1.6E+6 —

1.4F+6 =

1.2E+6 =

1.0E+6 =

8.0E+5 —

AP [g.cm?2.s7?]

6.0E+5 —

4.0E+5 —

2.0E+5 —

0.0E+0

| 1 I | | | |
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08

Velocidade Superficial [cm.s™]

Figura 4.14: Relagdo da queda de pressdo por comprimento do leito cromatografico em fungao

da velocidade superficial do fluido de operagdo (etanol) na coluna.
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A unidade LMS pode operar com até 300 kgfem™ empregando as 8 colunas
cromatografica. Portanto um bom ajuste do modelo matematico aos dados experimentais
permitira estimar o valor da queda de pressdo quando se desejar realizar mudangas de escala,

com o desenvolvimento de colunas com outras dimensdes, facilitando inclusive o “scale-up”.

4.5. Curvas de Calibracao

Curva de Calibracio para a Coluna Analitica.

A curva de calibragdo da coluna analitica foi desenvolvida conforme condicdes
detalhadas na secdo 3.5. Na Figura 4.17 tem-se o cromatograma da N-Boc-baclofeno-lactama
obtido para uma coluna analitica com o TDFC, onde 20 pL de uma solu¢do com 3,0 g/L foi
injetada. As areas dos picos de cada um dos enantidmeros foram calculadas através de um

integrador acoplado ao sistema UV/VIS.

7.278

8, 91%

4.851
STOP

STHRT

Figura 4.17: Cromatograma obtido com a coluna analitica TDFC, empregando uma

concentragio de 3mg.mL™' de N-Boc-baclofeno-lactama.
82



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ensaios para diferentes valores de concentragio foram realizados de forma similar
resultando na curva representada na Figura 4.18, onde temos o grifico da variagdo das areas

em funcdo da concentragdo, tanto para os enantidmeros isolados quanto para a mistura

racémica.
5.0E+6
Area = 406183 * Conc Racemato (mg/mL)
4. 5E+6 — 5
Area = 402098 * Conc Enant. (-) (mg/mL)
4.0E+6 — Area = 410267 * Conc Enant. (+) (mg/mL)
3.5E+6 —
3.0E+6 —
©
®  25E+6 —
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1.5E+6 —
1.0E+6 —
5.0E+5 —
0-0F+0 I T | ! |
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Concentracdo

Figura 4.18: Curva de Calibragdo da area dos picos dos cromatogramas da N-Boc-baclofeno-
lactama em fun¢do da concentragdo da N-Boc-baclofeno-lactama injetada na
coluna TDMFC.  Concentragdo da mistura racémica, __ Concentragdo do

enantidbmero (-),  concentragdo do enantidmero (+).

Observa-se que tanto a concentragdo da mistura racémica, quanto dos enantiomeros da
N-Boc-baclofeno-lactama apresentam um comportamento linear praticamente com a mesma
inclinagdo para a mesma faixa de concentragdo. Os coeficientes de correlagdo (R%)

apresentados situam-se acima de 0,9995.
Calibracdo no Sistema UV/VIS da unidade LMS

A Figura 4.19 ilustra a variagfo da tensfio fornecida pelo sistema UV/VIS em fungéo

do tempo, onde cada degrau se refere a um valor de concentragdo de N-Boc-baclofeno-
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lactama.
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Figura 4.19: Varia¢ao da tensdao do sistema UV/VIS em fungdo do tempo, para a N-Boc-

baclofeno-lactama.

Na Figura 4.20 tem-se o grafico da varia¢ao de tensio em fun¢@o da concentragdo de

N-Boc-baclofeno-lactama.
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Figura 4.20: Calibragdo da Tensdo (volts) fornecida pelo sistema UV/VIS em fungdo da

Concentragdo de N-Boc-baclofeno-lactama (mg.mL™).
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Os dados foram ajustados aplicando um modelo polinomial de terceiro grau
apresentado indice de correlagao (R%) igual a 0,999, resultando a Equagdo (4.1) que
correlaciona a concentracdo (mg.mL") em funcdo do valor de tensdo (volts) fornecido pelo

analisador UV/VIS.

C =0,0005 + 1,18724 * T + 3,58768*T° - 0,424558 * T° (4.1)

4.6. Isotermas Competitivas

A Figura 4.21 ilustra a série de curvas de rupturas seguidas da etapa de eluigéo, obtidas
para diferentes valores de concentragdo do racemato N-Boc-baclofeno-lactama, empregando
uma coluna semipreparativa de TDFC utilizada na unidade LMS. Todo o material eluido fo1
coletado e o seu volume determinado.

Amostras do material eluido foram analisadas com uma coluna cromatografica
analitica de modo a determinar a concentragdo de cada um dos enantidmeros, empregando a
curva de calibragdo ilustrada na Figura 4.18.

Aplicando a Equag#o (3.11) obtemos o valor de g; que € a concentragdo de N-Boc-
baclofeno-lactama na fase solida adsorvente. A Figura 4.22 ilustra a varia¢do de q; em
equilibrio com a concentragdo na fase de liquido para a N-Boc-baclofeno-lactama,
representado a isoterma de adsor¢do para este sistema. O valor maximo de concentrag¢do
empregado foi de 30 mg.mL" de racemato, o que representou 15 mg.mL" de cada um dos
enantiémeros do N-Boc-baclofeno-lactama. Ensaios com maiores valores de concentragdo nédo
foram realizados, uma vez que a solu¢do ja se apresentava com uma viscosidade elevada
podendo ocasionar a precipitagdo do soluto, inviabilizando sua aplica¢ao na coluna empregada

nos experimentos com o processo LMS.
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Figura 4.21: Curvas de rupturas seguidas da etapa de elui¢do para diferentes valores de

concentracdo do racemato N-Boc-baclofeno-lactama, empregando uma coluna

preparativa de TDFC existentes na unidade LMS.
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Figura 4.22: Isoterma de adsor¢do competitiva para a N-Boc-baclofeno-lactama (Baclofeno

Lactama) empregando uma das colunas de TDFC (15 cm x 0,8 cm) empregadas na

unidade LMS.
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O modelo de Langmuir competitivo descrito na Equacédo 3.8 ajustou-se bem aos dados
dos experimentos como pode ser observado na Figura 4.22 (linhas solidas), utilizando
software Statistica e aplicando um método de estimagdo ndo linear, para a obtencdo dos
parametros do modelo ilustrados na Tabela 4.3.

Analisando o grafico da isoterma de adsor¢do observa-se que para valores de
concentra¢do da fase de liquido igual a 5,0 g.L" ha um comportamento praticamente linear
para ambos enantiémeros da N-Boc-baclofeno-lactama, o que representa uma concentracéo de

10 g.L"' do racemato.

Tabela 4.3: Pardmetros do modelo Langmuir Competitivo, no ajuste dos experimentais dos

enantiémeros da N-Boc-baclofeno-lactama.

Parametros do modelo Enantiémero (-) Enantiéomero (+)
gs (2/Lieq) 341,67 321,48
b (L/g) 0,0121 0,0141
R’ 0,992 0,994

4.7 — Determinacio das condic¢des operacionais do LMS com as colunas

TDFC

Ap6s a determinagdo da porosidade total das colunas semipreparativas de TDFC,
calculou-se os pardmetros para que sejam projetadas as condi¢des operacionais da unidade
LMS. O primeiro parametro consiste na obten¢@o das constantes de Henry, descritos na se¢@o
2.1 e 3.10. As constantes de Henry foram determinadas para ambos os enantiémeros (+) e (-)
presentes na mistura racémica do composto N-Boc-baclofeno-lactama, a partir dos seus
respectivos tempos de reten¢ao mostrados na Figura 4.11, obtidos nas oito colunas
semipreparativas como mostra a Tabela 4.4. Nas inje¢des prévias com o sistema CLAE, sabe-
se que o composto “(-)” apresenta menor interagdo pelo adsorvente TDFC e apresentando

assim, menor tempo de residéncia que o composto (+).
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Tabela 4.4. Determinagdo das constantes de Henry dos isomeros “(+)” e “(-)” da N-Boc-
baclofeno-lactama com fase moével hexano/etanol (70/30 %v/A). Onde “(+)” e o

isdbmero mais retido e “(-)” € o isébmero menos retido.

COLUNA Ty (min) T (min) T4 (min) ¢, (min) H, H, o
01 4,133 13.250 16,550 0,133 4.454 6,066 1,362
02 4,067 11,700 14,300 0,133 3772 5,057 1,341
03 4,167 13,670 17,130 0,133 4,889 6,669 1,364
04 4,100 12,850 15,830 0,133 4,374 5,863 1,340
05 4,000 13,560 16,800 0,133 4,577 6,129 1,339
06 4,200 11,867 14,367 0,133 4,008 5315 1,326
07 4,067 11,867 14,367 0,133 3,854 5,090 1,321
08 4,000 11,866 14,600 0,133 3,798 5,118 1,348
Média 4,092 12,579 15,493 0,133 4216 5,663 1,343
Desvio 0,058 0,754 1,085 0.000 0,358 0,518 0,015

* a ¢ o fator de seletividade dado por Hi-/H,

De posse das constantes de Henry e da porosidade total pode-se projetar as condi¢cdes
operacionais da LMS, as vazdes de alimentacdo de dessorvente e da solucdo de mistura
racémica, bem como, as vazdes de retiradas de extrato, refinado e dessorvente saida e o
célculo do tempo de troca das posi¢des das valvulas. Para isto foi necessario atender as
restrigoes apresentadas pelas inequagdes 2.23 a 2.26, apresentadas na se¢do 2.1. Uma vez feito
isto, foi possivel construir o grafico no plano m»-ms, como ilustra a Figura 4.23, onde na area
do tridngulo em azul no grafico tem-se a regido de completa separagio para o extrato e para o

refinado.
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Figura 4.23: Regifio no plano (my-ms3) que define a completa separagdo dos enantidmeros do
N-Boc-baclofeno-lactama em termos da pureza das correntes de saida, para um sistema
descrito pela isoterma linear Os valores médios das constantes de Henry, para os

isdmeros do N-Boc-baclofeno-lactama foram: (Hy:)) media = 5,663 (Hr)) média = 4,216.

Uma vez obtido o grafico do plano (m;-ms3), seleciona-se um ponto dentro da area do
tridngulo onde se tem a regidio de completa separagdo para o extrato e refinado, para a
determinagdo dos parAmetros operacionais da unidade LMS A partir destes valores,
determinam-se todos os pardmetros operacionais, seguindo o procedimento descrito se¢@o
3.10. Para N-Boc-baclofeno-lactama um primeiro ponto escolhido foi o “azul”, em destaque
dentro do tridngulo na Figura 4.23. Este ponto apresenta as coordenadas 5,140 € 4,565 para m;
. my_respectivamente Com estes valores, todos os demais pardmetros operacionais foram
determinados. Para facilitar o calculo matematico destes parametros uma planilha eletronica
foi desenvolvida seguindo o procedimento descrito na se¢do 3.10.

Assim para uma alimentagio de 0,1 mL.min" de solu¢do de mistura racémica com

concentra¢do de 3,0 mg.mL", gerou as seguintes condigdes de operagdo da unidade LMS:
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Esses valores orientaram a primeira

= 0,80
= 0,10
= 0,215
= 0,285
= 0,40
= 25,00

mL.min”’

mL.min'

mL.min”'

o]
mL.min
mL.min”'

min.

corrida no LMS empregando o N-Boc-baclofeno-

lactama com programacao de 24 horas (1440 min), o que gerou mais de sete ciclos, cada um

de 200 minutos, com tempo de troca de 25 minutos. O tempo total de 24 horas foi estipulado

visando atingir o estado estacionario do processo.

Para a completa andlise da corrida o experimento foi realizado em duplicata, isto por

que somente uma das correntes pode ser analisada, uma vez que a unidade dispde somente de

um sistema de analise. As Figuras 4.24 ¢ 4.25 mostram respectivamente os perfis de

concentracdo da N-Boc-baclofeno-lactama conseguido para as correntes de refinado e extrato,

obtido no sistema UV existente na unidade LMS.
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Figura 4.24: Evolu¢do do perfil de concentragdo da corrente de refinado, obtido através do

monitoramento sistema UV a 280 nm, visando a obten¢do do isémero “(-)” que

apresenta menor interagdo com a fase estacionaria TDFC.
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Figura 4.25: Evolu¢do do perfil de concentragdo da corrente no extrato obtido airaves do
moniforamento sisterma UV a 280 nmy, visande & obtengfio do sdmero () que

_ apresenta roaior interacio com a fase estaciondria TDFC,

Analisando as Figuras 4.24 e 4.25 observa-se que a condigio de estado estacionario €
atingida ap6s o sexto ciclo (900 min). O comportamento oscilatério apresentado € semethante
ao obtido por PEDEFERRI et al (1999), isto se deve & dindmica das correntes de extrato e
refinado ndo serem constantes devido as frequentes trocas de pOSICHes.

Nas Figuras 4.26 ¢ 4.27, tem-se respectivamente os perfis obtidos com o analisador
polarimétrico, empregado para o monitoramento do desvio Sptico de cada uma das correntes

de refinado e extrato.

91



RESULTADOS E DISCUSNOES

CAPITULG 4

2
£
]
g
L
1
i el
dowe o d ol
t %
i =
o §
1
_ 2
e &
e 1 )
i
1
H
vl SR 2
! o
i
'
'
! ]
i O
¢ =)
H
H
s
t ]
i.z;ia' §§§§§ m
H
'
i
[ t
R
i i o
1 ¥
¥ i
1 +
" —— 1 i
- T Faa [ T S oe}
i 4 H g 4
1 § b § I
§ [ i 8 [
[ ¥ ' £ ' &
k £ 3, e
4
[ Ga [ ap v ot oo B
8 & @ 9 g 8 =
s & € g s 8 4

{nesB} eonde opdrioy

Tempo (mMin}

Figura 4.26: Perfil da corrente de refinado obtido através do polarimetro.
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Figura 4.27: Perfil da corrente de extrato obtido através do polarimetro.

9z



CAPITULO 4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Figura 4.26 obtida com o polarimetro, observa-se gue o comportamento da corrente
de refinado teve uma gueda acentuada para valores negativos, comportamento esperado uma
vez que ¢ composto (-) deve ser predominante nesta corrente resultando em um desvio éptico
negativo. O contrario ocorre com a corrente de extrato, que apresenta valores de desvio dptico

positivos, conseqiiente desta corrente estar rica ne enantidmero ().

Nio foi possivel obter uma quantificacdio dos enantidmero, através do polarimetro, por
este equipamento nfio apresentar sepsibilidade para 2 faixa de concentraclo de N-Boco-
baclofeno-lactama empregada nos estudos. Esta baixa sepsibilidade apresentada é devida
mincipaimente pelo fato do equipamento frabalhar somente com um comprimento de onda
560 nm. Apesar desta limitagio este equipamento fol de extrema valia no acornpanhamento da
evolugfo das cornidas com o LMS, servindo de indicative da separaciio dos enantidmeros do

racémico empregado.

Para a quantificacdo dos enantibmeros das correntes de extrato e refinado, amostras de
todos os ciclos foram coletadas e analisadas posteriormente, wiilizando o sistema CLAFE
equipado com uma coluna analitica de TDFC. Nas Figuras 428 a 4.30 obtemos o os
cromatogramas obtidos para cada uma das correntes de saids da unidade LMS, extrato e
refinado e também da corrente de dessorvente saida, nos sete ciclos. Esta analise foi realizada

utilizando a coluna analitica de TDFC.

Da apdlise dos cromatogramas das Figuras 4.28 ¢ 4.29, tem-se que o5 tempos de
retenclo para os isGmeros da N-Boc-baclofeno-lactama sfo de 7,25 ¢ 8,88 mim para os

compostos (-} e (+) espectivamente.

{3 dois primeiros ciclos nas correntes £ extrato ¢ refinado, ndo apresentam nenhum dos
dois isbmeros. A partir ¢ {-), que apresentdo terceiro ciclo observa-se, na Figura 4.28 que a
corrente de refinade estd enriquecida do composts uma purezs de 97% 14 no sétime ciclo 2 na
Fipura 4.29, a corrente de extrato €sta rica no composto {+), apresentando uma pureza de 90%

também no sétimo ciclo,
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Figura 4.28: Cromatogramas resultantes da inje¢8o de amostras de refinado, coletadas durante
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cada um dos sete ciclos da comrida experimental para 2 N-Boc-baclofeno-lactama

utilizando um sisterna CLAE e g coluna analitica de TDFC.
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Figura 4.29: Cromatogramas resultantes da inje¢do de amostras de exttato, colefadas durante
cada um dos sete ciclos da corrida experimental para a N-Boc-baclofeno-lactama

atilizando um sistema CLAE ¢ 2 coluna analitica de TDFC,
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Figura 4.30: Cromatograraas resultantes da injecio de amostras do dessorvente saida {(DS],
coletadas durante cada um dos sete ciclos da corrida experimental para a N-Boc-

haclofeno-lactama utilizando um sistema CLAE e a coluna analitica de TOFC,

Na Figura 4.30 o8 cromatogramas evidenciam que na corrente de dessorvente saida
(DS), a fase movel nfo apresenta nenhum dos isdmeros, podendo assim, ser realimentada ao
sistemna.

Os resultados apresentados mostraram-se satisfatorios para a primeira corrida com 2
fase TDFC, obtendo bons indices quanto & pureza de cada uma das correntes. Na Tabela 4.5,
50 apresentados os valores de pureza e enriguecimento enantiomérico de todos os ciclos para

as correntes de extrato e refinado.

Tahela 4.5: Pureza e enriquecimento enantiomérico das correntes extrato e refinado.

Ciclo Corrente de Refinado Corrente de Extrato
Pureza% Fxcesso enantiomérico % | Pureza% | Excesso enantiomérico %o
1 - . - -
2 - - , -
3 949,507 44,50 86,34 72,67
4 96 50% 99,50 8920 78,39
3 9541 50,82 89,68 79,35
& 46,08 G213 89,48 78,93
7 94,17 88,34 50,09 80,03

¥ Teste cicio a anahse em HPLC apresentou indices de pureza matores gue 99.50%
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As purezas atingidas nas correntes foram bastante satisfatérias, principalmente para a
carrente de refinado onde na condicBo do estado estaciondrio os valores de pureza da comrente
chegaram a proximo de 96% de pureza enantiomérica.

Nas Figuras 431 ¢ 4.32, sdo tlustrados os perfis de concentragio para cada uma das
correntes, extrafo e refinado, em fungio do tempo de processo obtidos no sistema CLAE. Pode
se observar que para ambas correntes o estado estaciondrio {oi atingido. No grafico da Figura
431 a comrente de refinado estd rica no componente {-) sendo contaminada com pelo
componente {+) e a na Figura 432 a corrente de extrato esta rica no componente (+)

contaminada com o componente ().
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Figura 4.31: Perfil de Concentragio da corrente de refinade obtido para a N-Boc-baclofeno-
lactama no processe com 2 unidade LMS com concentrago do racemato na

corrente de alimentacdo igual a 3,0 mgmb™
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Figura 4.32: Perfil de Concentragio da comente de refinado obtido para a N-Boc-baclofeno-

lactama no processo com a umidade LMS com concentracdo do racemato na

corrente de alimentacio igual a 3,0 mg.mL™~.

As Figuras 4.33, 434 ¢ 4.35, ilustram os perfis mtemnos de concentracio para a série de

colunas da unidade LMS, obtidos no sétimo ciclo do processo guando se atinge ¢ estado

gstacionario. As amostras foram coletadas nas proporgbes de 25, 50 ¢ 75% de cada tempo de

troca de posigdes, ou seja, para wm v igual a 25 min, rés amostras foram obtidas nos

intervalos de 6,25; 12,50 e 18,75 min. Um maior nimero maior de amostras poderia ser

coletado, no entanto optou-se por esta quantidade, contando gue maior ntmero de amostras

poderia ocasionar ums periurbaglo no sistema de andlise ¢ tambem gerar wm nimero muito

grande de amostras para ser analisadas no sistema CLAE.
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Figura 4.33: Perfis de concentra¢des na série de colunas do LMS, para amostras coletadas em

tempos de 25% de cada perfodoe, na comrida com o N-Boc-baclofenc-lactama no

processo LMS e com concentragiio do racemato na corrente de alimentagfio igual a

3,0 mgmL .
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Figura 4.34: Perfis de concentragdes na sénie de colunas do LMS, para amostras coletadas em

tempos de 50% de cada periodo, na corrida com o N-Boco-baclofeno-lactama no

processo LMS e com concentracfio do racemato na corrente de alimentag@o igual a

3,0 mg,m}j{
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Figura 4.35: Perfis de concentracOes na série de colunas do LMS, para amostras coletadas em
empos de 75% de cada periodo, na corrida com o N-Boc-baclofeno-lactama no
processo LMS e com concentraciio do racemato na corrente de alimentacio igual a

3,0 mg.ml

Da analise do perfil miemno para as colunas observa-se gue ha uma coeréncia entre os
resultados obtidos € a teoria, com relacho as posicdes de retirada de produtos e alimentagio da
unidade LMS, onde na coluna 1 tem-se a entrada de dessorvente, entre as coluna 2 e 3 tem-se
a retirada de extrato, entre as colunas 4 ¢ § tem-se a entrada da alimentacgio, entre as colunas 6
e 7 tem-se a retirada de refinado ¢ ap6s a coluna 8 a saida do dessorvente. Para todos os perfis
internos obtidos, a umdade apresentou um bom desempenho na separaciio dos sdmeros da N-
Boc-baclofeno-lactama.

Para as condicles operaciomais estimadas nesta primeira commda, foram processados
cerca de 9,31 g de racémico / [dia « kg de ads]. Este valor foi obtido operando a unidade nas
condicdes de 1sotermas lineares.

Uma segunda condigfic for planejada com a vaziio da corrente de alimentagdo igual a
0,12 mL min™, almejando um aumento na escala de produgio. Na Figura 4.23 o ponto em
vermelho com as coordenadas iguais a 5,362 e 4,379 para m; e my respectivamente. As demais
condi¢es operacionais da unidade LMS foram obtidas como na primeira comida e estdo
listadas abaixo:
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Do = £,10 mL.min™;
Ex = 0,31 mL.min™;
Ref = 0,31 mL.min™;
[ = 0,60 mL.min";
£ = 18,0 rmin.

Uma solugdo de mistura racémica com concentracdo de 3.0 me.mb” foi empregada na
alimentagio do sistema LMS. Esta corrida foi programada para mais de 48 horas (2880 min),
o que gerou 20 ciclos, cada um com 144 minutos. O tempo de 48 horas foi estipulado visando
atingir o estado estacionario do processo,

A Figura 4.35 mostra o perfil concentracio da corrente de extraio e refinado obtido
com este ensaio. Observa-se que o componente de interesse representado pelo enantidmero (+}
apresenta-se com conceniracdo superior ao outro enantidmere (). A condico de estado
\stacionario ¢ atingida e a pureza apresentada pelo componente (+) foi de 92,46% em relagdo

a0 enantidmero (-},
0.40

Corrente de Extrato

----- & o
—H

B.3&

030~

0.25

0.28 -

A5

Concentracio (mgimb}

BAG

£.0%

000 o

8 500 1008 1500 2000 256¢ 3080 3500
Tampo (min)

Figura 4.36; Perfil de concentragdo da corrente de exirato obtido para os enantibmeros do N-
Boc-baclofeno-lactama no processo com 2 unidade LMS com concentragdo da

corrente de alimentac8o igual a 3.0 mg.mL". Corrente rica to enantiémero (+).
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Na comrente de refinado, Figura 4.37, 0 estado estaciondrio também € atingido. O

enantibmero de interesse {-) apresentia-se agui com pureza média de 94,85 % em relacio ao

enantidmero (+) quando atingiu o estado estacionério.
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Figura 4.37: Perfil de concentragiio da corrente de refinado obtido para 0s enantidmeros do M-

Boc-baclofenc-lactama no processe com a unidede LMS com concentracio da

corrente de alimentagio igual a 3,0 mg.mifg, corrente rica no enantidmero (-1

Os valores de pureza apresentados por cada uma das correntes foram bastante

satisfatdrios. Valores de pureza acima de 90% s#o bons resultados em se tratando deste tipo de

processoe de prodagiio onde o3 compostos foram submetidos a uma Onica etapa de purificacio

QOutra cormida fo1 realizada nas mesmas condigdes com concentrac3o igual a 2.0

mg.mL”. As Figuras 4.38 e 4.39, itustram os perfis de concentragdes obtidos para as correntes

de extrato e refinado. O tempo total da corrida foi de 2200 min, suficiente para afingir a

condicio de estado estacionario.
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Figura 4.38: Perfil de concentragiio da comrente de extrato obtido para & moiécula de N-Boc-

haclofeno-lactama no processo com & unidade LMS com concentrago da corrente

de alimentacio igual a 2,0 mg.mi)g, Corrente rica no enantidbmero (+).
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Figura 4.39: Perfil de concentragio da corrente de refinado obtido para 8 molécula de N-Boc-

baclofeno-lactama no processo com a unidade LMS com concentraclo da corrente

de alimentacdo igual a 2,0 mganL™". Corrente rica no enantibmero {-).
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Nos gréficos das Figuras 4.38 e 4.39, observa-se que a pureza das correntes de extrato
e refinado, em seus respectivos compostos de interesse, se mantiveram elevadas. Era de se
esperar que a pureza das correntes de extrato e refinado apresentassem melhorias em relaglo a
segunda corrida, no entanto ndo houve alteragdes significativas nos valores de pureza.

A fim de complementar os dados até o momento, uma guarta corrida foi realizada com
concentracfo de alimentaco igual & 350 mg.mL”, empregando a primeira condigio
operacional gerada pelo ponto em “azul” na Figura 4.23. Nesta corrida os valores da pureza
das correntes dos produtos foram comprometidos, principalmente para a corrente de extrato,

como mostra no resumo das corridas listados na Tabela 4.0.

Tabela 4.6 Resumo dos ensaios com a unidade LMS em diferentes condighes operacionais,

realizadas com o sistema N-Boc-baclofeno-lactama ¢ TDFC.

Condigiio Vazdes (mi/min) Cr Tempo de Pureza
experimental ¥ Dy Ds Ex Ref {(mg/mL) | troca (min) Ex Ref
1 4,10 0,80 8,40 | 0,215 | 6,285 3,0 25 94,3 958
2 8,16 1,80 8,46 9,215 | 0,288 20 25 89.0 922
3 $,12 1,16 60 4.31 #,31 38 I8 92,46 44,85
4 6,2 | A0 | 660 © 031 | 031 2,6 8 93,34 | 9484

Na Tabela 4.6 observa-se que o ensaio com 3,0 mg.mL" houve uma redugio nos
valores de pureza das correntes, sendo que o produto de mfteresse que sal na corrente de
extrato apresentou pureza de 89% e o que sai na corrente de refinado com pureza de 92.2%,
evidenciando cue o aumento na concentrago de racémico na corrente da alimentac@o
ocasiona uma menot pureza dos produtos. Este fato também foi observado em outros
compostos racémicos processados.

A pureza enantiomérica é um pardmetro amplamente utilizado na literatura referente 2
separacdo de quirais, o gual apresenta uma peculiaridade que pode fazer com que © mesmo

transmita uma falsa impressfio do desempenho do processo. Por sua definigio, a pureza
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enantiomérica sé pode variar dentro da faixa de 50 a 100%, sendo que o limite inferior
corresponde 2 mistura racémica, e o superior correspondente ao enantidimero puro,

Para superar esta confusfo de interpretacio se faz use de um oufro pardmetro
conhecido como excesso enantiomérico {ee), que no caso do sistema cetarning - MOTA, €

dado pelas Equagdes (4.2) e (4.3) para as correntes de extrato e refinado, respectivamente:

_100[Gep ) e —(e) ]

(Cada #8500

£x

ee " }Oai(f‘? )fiqf o (CR :)é{e‘;f‘} {4 3)
Hef (CR>R::‘]( '—f—(C;@)Eﬁf h

O excesso enantiomérico varna de 0§ a [100%, hmiles correspondentes 4 mistura
racémucs € ao enantidmeros puro, respe‘ctivammm Este parmetro € capaz de evidenciar com
mator clareza possiveis deficiéneias no desempenbe de um processo de separagio
enantiomenca.

O conjunito dos valores de pureza ¢ excesso enaptiomeérico obtidos com as corridas

experimentais nas diferentes condigdes experimentais so mostrados na Tabela 4.7,

Tabela 4.7 - Pureza e excesso enantiomérico obtidos nas diferentes comidas experimentais

realizadas com a unidade LMS,

Condicao Pureza enantiomérica (W) Excesso enantiomérico (%)
experimental Extrato Refinade Extrate Refinado
1 80,10 95,00 80,20 40,00
2 89,00 92,20 78,00 84,40
3 92.46 94,83 87.92 §9.70
4 94 84 94,84 89 68 89,68

Mos ensaios com a unidade LMS, a maior concentracfio da mistura racémica aphicada

na alimentacio ol de 3,0 mg,mL"i. Para matores valores houve um comprometimento das
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purezas das correntes. Esta concentraglo de N-Boc-baclofeno-lactama com uma vazdo de
alimentagdo igual a 1,12 mg.mb”' chega a atingir produtividade de 15 g de racémico / [dia « kg
de ads].

O consumo total de dessorvente por guantidade de racdmico processada (Chy) € cutro
pardmetro de importdncia que permite fornecer wma estimativa da economia de dessorvente ao
se optar pelo processo LMS em comparacio ao processo descontinuo de separacio CLAE, na
mestna escala, O cdleulo deste parmetro abrange também ¢ solvente usado para solubtlizar o

racémico, gue consiste em hexano/ etanol (70:30 %4}, sendo dado por:

(D + F~ Dy i)
Ficr)r

Chess ==

(4.4}

Na Equacio (4.4}, D € 2 quantidade de dessorvente gue entra na uridade IMS, F éa
vazio de alimentacBo da mistura racémica e (Crir € & concentragio total da alimentacio. A
subtracio de s, no numerador foi feita considerando-se que z andlise desta corrente mdicou
a ausénela dos enantidmeros, podendo 2 mesma ser reciclada para o mesmo frasco que

alimenta a corrente de entrada de dessorvente.

A produtividade (Prod} do processe LMS € dada pela taxa de racémico processada por
guantidade total de fase estaciondria utilizada, neste caso séo 6 g por coluna resultando em um
total de 48 g de fase estacionaria nas 8 colunas, podendo esta ultima ser dada em massa ou em
volume. Mo primeiro caso, o caleulo é feito dividindo-se o processamento de racémico {Proc-
rac), dado em g/dia, pela massa total de fase estaciondria em quilogramas, & no segundo caso,

dividindo-se o processamento pelo volume total de fase estaciondria em litros.

O calculo do processamento de racémico € simples, bastando multipbicar a
concentraco pela vazio da alimentagdo, ambos em unidades coerentes. A quantidade total de
fase estacionaria utilizada, guando em massa, requer o peso do adsorvente que preenche as
colunas, ¢ quando em volume, requer o conhecimento da porosidade intersticial do leito e das

dimensBes da coluna. No pameiro caso, na etapa de empacotamento das colunas, retirou-se a
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fase estaciondria de urna delas, gue fol secada ¢ pesada, formecendo um valor de me F =60 2.

No segundo caso, a porosidade do leito foi calculada através de:

(e ~g,)
S e (4.5
(I-gp)
Sendo & = 0,665 (média das 8 colunas) e £= 0,39,

A produtividade do processo, por massa ¢ por volume de fase estaciondria, € calculada

pelas Equagdes (4.6) e (4.7), respectivamente:

{(Proc—rac) .
{pFO{TT) o ey de FE - {4{§}
7 de FE {$?ﬁ5~ }
{»?{ Od) Forvoiume de FE = E\pr o Pﬁg{} <47E

8. {-gy
Na Tabela 4.8 sic apresentados os pardmetros consumo total de dessorvente, taxa de
alimentacdo de racémico e a produtividade por massa, obtidos nos trés Gltimos ensaios.

Tabela 4.8 Consumo total de dessorvente, taxa de alimentacio de racémico e a produtividade

por massa, obtidos nos trés altimos ensaios.

Condigdo | CDu (Llg derac) | Proc-rac (g de vac/dia) | (Prodiyer massa g 72 (g de
rac./fdia . ke de FED
t 1,67 0,43 9,31
2 1,00 0,72 15,00
3 1,72 0,52 16,83
4 1,72 4,35 7,30
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A condicio 1 pode ser considerada a melhor dentre as 4 condicdes testadas, por
apresentar valores de produtividade e de consumo de dessorvente intermedidrios as demats
condigfes estudadas e com bons valores de pureza enantiomérica ern cada uma das correntes
de extrato ¢ refinado,

A observagio da Tabela 4.8 sugere que para ¢ sistema desenvolvido com as colunas de
TDFC e o sisterna LMS, altos valores de pureza enantiomérica s6 podem vir acompanhados de
baixa produtividade ¢ alto consumo de dessorvente. Por outro lado, no presente trabaltho a
elevagdo da produtividade para valores acima de 15 ¢ de rac./{dia . kg de FE) levou a valores
insuficientes de pureza (abaixo de 80%) onde a concentracio da corrente de alimentacio foi de
5,0 mgmL” (condicdo 2) comprometendo a pureza das correntes de extrato e refinado,
operando o sistema em condicdes de isofermas lineares.

Ainda na Tabela 4.8 observa-se que. quanto maior a taxa de alimeniacdo de racémico,
menor o consumo de dessorvente, dado em litros por grama de racémico processado. Os testes
reahizados pelo sistema CLAE indicaram ;a auséncia de quantidades significativas dos
enantidmeros na corrente de saida de dessorvente nas corridas efetuadas sob todag as
condiches experimentais, o que permitiu gue se sublraisse a vazdo desta corrente no
numerador da Equagdo {4.4), tornando efetiva uma das vantagens do processe LMS quando

comparado a CLAE em escala preparativa que é a economia de fase mével.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

A utilizagfo da unidade experimental do leito mével simulado permitiv obier com sucesso dados
para a separacdo enantiomérica do N-Boc-baclofeno-lactama, obtendo purezas enantioméricas de 95 %
pata o {-}-N-Boc-baciofeno-lactama e até 9 % para o (+)}-N-Boc-baclofeno-lactarna, respectivamente,
nas correntes de refinado e exirato.

A aplicagfio das isotermas lineares, no método da teoria do equilibrio para o projeto das condigdes
operactonals do LMS foi eficiente para a determinagfio das condicdes operacionals e conduziram a um
bom desempenho de separagio. Para as condigbes operacionais utilizadas foi possivel wma
produtividade de 15 g de racémico / [dia » kg de ads].

A fase estaciondria tris (3,5-dimetitfenilcarbamato) de celulose adsorvida em silica, se apresentou
muite eficiente na resolugdo das moléculas racémica empregadas, principalmente a do N-Boe-
haclofeno-lactama, tanto em escala analitica quanto na semipreparativa, operando em batelada com o
sistema CLAE e com o sistema LMS. O tempo empregado para adquirc o conhecimento no
desenvolvimento das colunas da unidade LMS foi muito compensador ¢ valioso para ©
desenvolvimento deste trabalho, uma vez que propicia ao grupo de pesquisa wna maior independéncia
quanto a aguisicio de colunas cromatograficas.

O conjunto das 8 colunas desenvolvidas para a unidade LMS, gquando instaladas, apresentaram
queda de pressdo elevada, o que impossibilitou o emprego de vazdes maiores nas correntes de
alimeniagio, limitando assim alcangar maiores valores de produtividade com a unidade. Assim sendo
para o desenvolvimento de novas colunas para o LMS, deve-se de tomar o cuidado para a aquisigio de
colunas com didmetro interno superior a 1,0 cm e pa aquisigio de silica com didmetro entre 10 a 20
(m, para que na produgio das colunas estas apresentem-se com quedas de pressdo individual sbaixo de

25 atm.
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O sistema de analise existente no LMS revelou-se apto para as andlises das correntes de extrato e
refinado, desde que se trabalhe compostos com boa sensibilidade para o comprimento de onda no qual
apera o polarimetro. Quanto ao sistema UV/Vis este se apresentou muito adeguado na determinacio
das conceniragbes das correntes.

A unidade LMS apresenta-se com dificuldades no controle das vazdes de saida, quando operando
com pressfes acima de 150 atm. A manutenc3o das vaz8es num nivel constante, principalmente das

correntes de extrato e de refinado € um aspecto operacional importante da unidade LMS.

Como sugestdes para trabathos futuros, tem-se:

i. A medicdo de isolermas competitivas nio-lineares dos enantidmeros do A-Boc-baclofenc-
lactama que representem corretamente a adsorgio dos mesmos com a fase estaciondria quiral TDFC até
concentragdes de pelo menos 30 g/L de racémico, e a aplicaglio das equagdes ao projeto das condigdes

operacionals do LMS;

2. Realizar um estudo da influéneia da temperatura na adsorcio do N-Boc-baclofeno-lactama na

fase estaciondria quiral TDFC, visando um aumento da sua produtividade;

3. Equipar a unidade LMS com sistema de controle de temperatura, por exemplo, encamisando

as colunas cromatograficas.

4. Modelagem matematica do LMS para prever o comportamento da unidade na obtengio de

enantidmeros.
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