a,
¥

uMICAMMR

RAFAEL FIRMANI PERNA

SEPARACAO CROMATOGRAFICA DOS
ENANTIOMEROS DO FARMACO VERAPAMIL EM
PROCESSO CONTINUO MULTICOLUNAS

CAMPINAS, SP
2013

i



i



S
Y

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA QUIMICA

RAFAEL FIRMANI PERNA

SEPARACAO CROMATOGRAFICA DOS
ENANTIOMEROS DO FARMACO VERAPAMIL EM
PROCESSO CONTINUO MULTICOLUNAS

Orientador: Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana

Co-orientador: Prof. Dr. Marco Aurélio Cremasco

Tese de doutorado apresentada ao Programa de P6s Graduacdo em Engenharia
Quimica da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas para

obtencdo do titulo de doutor em Engenharia Quimica.

Este exemplar corresponde a versao final da tese
defendida pelo aluno Rafael Firmani Perna e
orientada pelo Prof. Dr. Cesar Costapinto Santana.

A /
Apa——

N / =
(AL j-f"«%f{' /’7!'(,1 (ATt O

Prof. Dr. Cesar C. Santana

CAMPINAS, SP
2013

1l



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Area de Engenharia e Arquitetura
Rose Meire da Silva - CRB 8/5974

Perna, Rafael Firmani, 1985-

P422s Separagéo cromatografica dos enantibmeros do farmaco verapamil em
processo continuo multicolunas / Rafael Firmani Perna. — Campinas, SP : [s.n.],
2013.

Orientador: Cesar Costapinto Santana.

Coorientador: Marco Aurélio Cremasco.

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Engenharia Quimica.

1. Enantidmeros. 2. Verapamil. 3. Quiralidade. 4. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia. 5. Adsorgao. I. Santana, Cesar Costapinto,1948-. |l. Cremasco, Marco
Aurélio,1962-. Ill. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia
Quimica. IV. Titulo.

Informacgdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Chromatographic separation of verapamil enantiomers in multicolumn
continuous process

Palavras-chave em inglés:

Enantiomers

Verapamil

Chirality

High performance liquid chromatography

Adsorption

Area de concentragido: Desenvolvimento de Processos Biotecnolégicos
Titulagao: Doutor em Engenharia Quimica

Banca examinadora:

Cesar Costapinto Santana [Orientador]

Amaro Gomes Barreto Junior

Antbnio Carlos Luz Lisbda

Bras Heleno de Oliveira

Vinicius de Veredas

Data de defesa: 25-07-2013

Programa de Pés-Graduagao: Engenharia Quimica



Tese de Doutorado defendida por Rafael Firmani Perna e aprovada em 25 de julho de 2013 pela

banca examinadora constituida pelos doutores:

f,f% (/ T

Prof. l)r.\(.(csflr Costapinto Saiftana - ()nenmdor

Ok (A DN,

Prof. Dr. Antonio Carlos Luz Lisboa

S

Prof, Dr. Brds Heleno de Oliveira

Dr. Eng. Viniciu§ de Veredas



vi



Dedico esta tese...

A DEVS pela capacitagdo;

Aos meus pais, Celso e Mdrcia, com todo o meu respeito e admiragdo;
A minha noiva Denise, pelo amor, carinho e compreensdo;

A minha avé Zinha, pelo afeto e pelas oragoes;

Aos meus irmdos, Fabricio e Layra Maria;

Aos meus familiares e amigos;

E a todos aqueles que fazem da pesquisa cientifica uma ferramenta

benéfica a humanidade

vii



viil



Agradecimentos

Agradecer ¢ um momento de muita satisfacdo! O dificil € se lembrar de todos aqueles que
contribuiram, direta ou indiretamente, com o desenvolvimento deste incansdvel e prazeroso
trabalho.

A Deus, em primeiro lugar, pelo dom da vida, pelo seu amor incondicional e por me
proporcionar sauide, serenidade e paz. Obrigado, Senhor, por iluminar-me e me amparar em todos
os momentos de dificuldade!

A minha familia por todo o apoio e compreensao!

Ao professor Cesar C. Santana pela oportunidade concedida para a realizacdo do
doutorado, pela paciéncia, pelos conselhos e pela efetiva orientacdo desta tese, desde a concepcao
do projeto de pesquisa até a sua redacdo final. Muito obrigado!

Ao professor Marco A. Cremasco, pelo profissionalismo e pela constante coorientacao!
Obrigado pelas sugestoes!

Aos professores Antonio Carlos Luz Lisboa, desta Faculdade, e José Alberto Fracassi
(Instituto de Quimica, UNICAMP) pela atengdo, disposi¢do e pelas preciosas sugestoes
apontadas nos exames de qualificagdo. A minha sincera gratiddo!

Ao professor Marco Mazzotti do Separation Process Laboratory, por me conceder a
oportunidade de estagiar em um dos melhores institutos de pesquisa do mundo, o Swiss Federal
Institute of Technology (ETH/Zurich), na Suica. Experiéncia tGnica em fazer parte de uma equipe
de pesquisadores consagrados no assunto e adquirir um vasto e rico conhecimento intelectual e,
principalmente, de vida!

Ao professor Carlos R. D. Correia (Instituto de Quimica, UNICAMP), por disponibilizar
as instalacdes do Laboratério de Sintese de Substancia Bioativas para auxilio dos experimentos.
Muito obrigado ao amigo Airton G. Salles Jr., pela contribui¢do, pelo apoio e pelas idéias
fantdsticas apontadas na etapa inicial deste trabalho.

A professora Katia Tannous pela oportunidade de desenvolvimento do Estigio a

Docéncia, pelos valiosos conselhos e, principalmente, pela aten¢ao! Uma grande amiga!

X



A todos os professores da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, responséveis
pelo meu crescimento profissional e intelectual!

Aos funciondrios da Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP que, de alguma
forma, contribuiram para a execuc¢do e conclusdo da minha tese. Em especial ao amigo Gilson e a
secretdria Regina, por se mostrarem solicitos em todos 0s momentos.

A Denise C. Saraceni, em especial, por fazer parte de um importante capitulo da minha
histéria, dividindo sonhos, multiplicando alegrais, compartilhando momentos e fortalecendo-me
constantemente!

Aos amigos e companheiros do Laboratério de Biosseparagdes: Absolon Carvalho, Carla
Aiolfi, Ana Carolina Nascimento, Anayla Sousa, Luisa Sepuilveda, Alex Ramos, Jean V. Moreira,
Carlos Oliveira e Wilson M. Ferrari. Caros amigos, obrigado pela convivéncia harmoniosa, pelos
momentos inesqueciveis, pelas discussdes e, principalmente, pelo compartilhamento de
conhecimento cientifico e experiéncia de vida! Fui integrante de uma equipe apaixonada pela
Ciéncia !

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pelo suporte financeiro.

Minha sincera gratidao a todos !

Muito Obrigado!

Rafael Firmani Perna

Campinas, 25 de julho de 2013.



“ Determinagdo, coragem e autoconfianca sdo fatores decisivos para o
sucesso. Se estamos possuidos por uma inabaldvel determinagcdo
conseguiremos superd-los. Independentemente das circunstincias

devemos ser sempre humildes, recatados e despidos de orgulho.”

Tenzin Gyatso (Dalai Lama)

X1



Xii



Resumo

O farmaco racémico verapamil tem sido utilizado no tratamento de doencas cardiovasculares
relacionadas a hipertensdo arterial, arritmias supraventriculares e angina pectoris. Seus
enantidmeros apresentam biodisponibilidades distintas e exibem diferentes propriedades
farmacoldgicas. O enantiomero S-(-)-verapamil apresenta maior potencial cardiovascular quando
comparado ao seu antipoda Optico R-(+)-verapamil; este, por sua vez, exibe acdo antitumoral,
atuando como inibidor hepatocarcinogénico.

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a determinagdo de parametros
envolvidos na separagdo dos enantidmeros do firmaco em escala semi-preparativa visando
obté-los, opticamente puros, em unidade cromatografica continua do tipo leito mével simulado. O
desenvolvimento da separagdo ocorreu em colunas quirais recheadas com fase estaciondria tris
(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose utilizando a mistura de n-hexano, isopropanol, etanol e
dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %, em volume) como fase mével.

Experimentos de pulsos com solucdes diluidas dos enantidbmeros do verapamil foram realizados
para diferentes temperaturas (15 a 35 °C) e vazdes (1,0 a 2,5 mL min‘l) visando determinar as
constantes de equilibrio de adsor¢cdo (constantes de Henry) e os parametros cromatograficos,
termodinamicos e de transferéncia de massa; ao passo que, experimentos com solugdes diluidas
dos tracadores (compostos inertes) foram realizados para se obter as porosidades do sistema. Os
fatores de retencdo apresentaram valores considerados ideais para separacdes enantioméricas
(2,0 < k < 6,0) para vazdes e temperaturas avaliadas. Com relacdo a seletividade e resolugdo
cromatogréficas, foram obtidos valores de 1,34 e 1,70, respectivamente, para temperatura de
25 °C e vazdo de 1,0 mL min”, o que comprova a completa separagdo dos enantiomeros na
coluna semi-preparativa. As constantes de Henry apresentaram-se relativamente elevadas, sendo
que o enantiomero R-(+)-verapamil apresentou maior afinidade pela fase estaciondria com
maiores valores para a constante de equilibrio de adsor¢do. O coeficiente de dispersdo axial
sofreu pouca variacao entre os enantidmeros; entretanto, o coeficiente de transferéncia de massa

global foi considerado relativamente rapido com valores superiores a 65,70 e 45,32 min”' para os
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enantidmeros S-(-) e R-(+), respectivamente. Os pardmetros termodindmicos confirmaram a
maior afinidade do R-(+)-verapamil pela coluna quiral com maiores valores negativos de entalpia
de adsorcdo. Constatou-se também que os fendmenos entdlpicos regem a separacio
enantiomérica na fase estaciondria avaliada.

Experimentos com solucdes concentradas da mistura racémica foram realizados com a finalidade
de se determinar as isotermas de adsorcdo competitivas e os perfis de eluicdo sob condi¢des de
sobrecarga da coluna cromatografica. As isotermas de adsorcdo apresentaram comportamento
ndo-linear para a faixa de concentracdo utilizada e foram satisfatoriamente ajustadas ao modelo
de Langmuir Competitivo Modificado. O estudo de sobrecarga mostrou a possibilidade da
separacdo do verapamil racémico nas escalas semi-preparativa e preparativa.

Finalmente, foram determinados os pardmetros operacionais do processo continuo multicolunas
para os modos VARICOL® e LMS e, obtidos os valores das varidveis de desempenho (pureza,
produtividade, recuperacdo e consumo de solvente) das respectivas unidades. Os resultados
obtidos mostraram-se promissores a separacdo dos enantidomeros do verapamil e, de fato,
representaram o primeiro conjunto de dados experimentais em escala mundial decorrentes do uso

da cromatografia continua operada em leito mével simulado.

Palavras-chave: enantidmeros; verapamil; separa¢do cromatografica quiral; leito movel

simulado; Varicol.
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Abstract

The racemic drug verapamil has been used in the treatment of cardiovascular diseases related to
hypertension, supraventricular arrhythmias, and angina pectoris. Its enantiomers have different
bioavailability and pharmacological properties. The S-(-)-verapamil presents more cardiovascular
potential when compared to its optical antipode R-(+)-verapamil. This, in turn, exhibits antitumor
activity, acting as a hepatocarcinogenic inhibitor.

Given this context, the present study aimed to determine the parameters involved in the
separation of the enantiomers of the drug in semi-preparative scale in order to obtain them,
optically pure, in continuous chromatographic unit type simulated moving bed. The development
occurred in separation columns packed with chiral stationary phase amylose tris (3,5-
dimethylphenylcarbamate) using a mixture of n-hexane, isopropanol, ethanol, and diethylamine
(90: 5: 5: 0.1 %, by volume) as mobile phase.

Pulse experiments with dilute solutions of the verapamil enantiomers were performed at different
temperatures (15 to 35 °C) and flow rates (1.0 to 2.5 mL min'l) to determine the equilibrium
constants adsorption (Henry’s constants) and chromatographic, thermodynamic, and mass
transfer parameters; whereas experiments with dilute solutions of the tracers (inert compound)
were performed to obtain the porosity of the system. The capacity factors had values considered
ideal for enantiomeric separations (2.0 < k < 6.0) for the flow rate and temperature evaluated.
Regarding the chromatographic selectivity and resolution values of 1.34 and 1.70 were obtained,
respectively, for temperature of 25 °C and flow rate of 1.0 mL min™', which proves the complete
separation of the enantiomers in the semi-preparative column. Henry’s constants were relatively
high, and the R-(+)-verapamil had a higher affinity for the stationary phase with the highest
values for the adsorption equilibrium constant. Axial dispersion coefficient showed little
variation between the enantiomers; however, the overall mass transfer coefficient was considered
relatively fast to values of 65.70 and 45.32 min™ to $-(-) and R-(+) enantiomers, respectively.

Thermodynamics parameters confirm the major affinity of R-(+)-verapamil with high negative
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values of adsorption enthalpy. It was also found that the enthalpic phenomena govern the
enantiomeric separation.

Experiments with concentration solutions of the racemic mixture were conducted in order to
determine the competitive adsorption isotherm, and the elution profiles under overload conditions
of the chromatographic column. The competitive isotherms showed a nonlinear behavior to the
range of concentration investigated and the Langmuir Competitive Modified model represents
satisfactorily the adsorption data. The study of overload of the column carried through in high
concentration showed the possibility of the separation of racemic verapamil using semi-
preparative and preparative scale.

Finally, the operating parameters of the multicolumn continuous process (VARICOL® and LMS
units), and the values of the performance variables (purity, productivity, recovery, and solvent
consumption) were determined. The results obtained were promising to the separation of the
verapamil enantiomers and, in fact, represented the first set of experimental data worldwide from

the use of the continuous chromatography operated in simulated moving bed.

Keywords: enantiomers; verapamil; chiral chromatographic separation; simulated moving bed;

Varicol.
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LETRAS LATINAS

A Coeficiente da equacdo de van Deemter (Equacdo 11) referente a difusao
turbilhonar, [cm]

B Coeficiente da equacdo de van Deemter (Equacdo 11) referente a difusdo
longitudinal, [cm® min™]

b, b, Constante de equilibrio de adsorg¢do, [L g'l]

C Coeficiente da equacdo de van Deemter (Equacdo 11) referente a transferéncia de

massa, [min]

Cl,C2 Concentracdo de alimentagdo dos enantidmeros inserida no software HELP®,
[gL7]

Cai Concentragdo do soluto i na alimentagdo da coluna, [g L]

Cpi Concentracdo do soluto i no platd superior da curva de ruptura, [g L]

Ct Concentracdo do componente i na corrente de extrato, [g L]

ot Concentracdo do componente i na corrente de alimentagdo, [g L

c;® Concentracdo do componente i na corrente de refinado, [g L

Ci Concentragdo do soluto i na fase liquida, [g L]

Cpi Concentracdo do soluto i no platd intermedidrio da curva de ruptura, [g L]

Cr Concentragdo total da mistura racémica, [g L]

Dy Coeficiente de dispersdo axial, [cm2 min'l]

D,, Coeficiente de difusdo molecular, [cm* min™']

d, Diametro de particula, [m]

G Parametro de interacdo entre os componentes da fase movel

h Parametro linear da Equacao (23)

k Fator de retencdo

ki Coeficiente de transferéncia de massa global, [min™"
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Ors Oraf
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R

R

t ,R
)
1
%)
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Ir

trl, tr2

Vads
Vinj

Constante de equilibrio de adsor¢do linear — Constante de Henry
Comprimento da coluna, [cm]

Quantidade de moléculas presentes na fase mével (eluente)

Numero de pratos da coluna

Quantidade de moléculas presente na fase estaciondria (adsorvente)

Vazdo volumétrica da corrente de extrato, [mL min™']

Vazao volumétrica da corrente de alimentagdo, [mL min'l]

Vazao volumétrica da sec¢do (ou zona) I, [mL min™]

Concentragdo do soluto i na fase estaciondria, [g LN

Vazdo volumétrica da corrente de refinado, [mL min™']

Vazao volumétrica da corrente de reciclo, [mL min'l]

Capacidade de saturagdo do adsorvente, [g L]

Constante universal dos gases ideais, [8,314472 ] mol’! K‘l]

Coeficiente de determinacio

Resolucdo

Temperatura, [°C, K]

Tempo de retengao corrigido, [min]

Tempo morto (ou de retardamento), [min]

Tempo de retencdo da primeira frente de adsor¢do na curva de ruptura, [min]
Tempo de retencdo da segunda frente de adsor¢@o na curva de ruptura, [min]
Tempo de injecao, [min]

Temperatura de isoenantiosseletividade, [°C, K]

Tempo de retengdo, [min]

Tempo de retengdo dos enantidomeros a meia altura das frentes dos picos de
eluicdo, [min]

Velocidade intersticial da fase mével, [cm min™']

Velocidade superficial da fase mével, [cm min™']

Volume de adsorvente, [L]

Volume de injecao, [uL]

Largura dos picos cromatograficos entre tangentes
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Wi Largura do pico cromatografico a meia altura

X Fracdo molar dos componentes da fase movel

Z Distancia longitudinal da coluna, [cm]

LETRAS GREGAS

Ui Primeiro momento

U2 Segundo momento

o Fator de separacdo (ou seletividade)

op Rotagdo Optica especifica

)i Coeficiente de Kozeny

Y Adsortividade

Y1, V2 Constantes da Equacao (14)

A(AG) Diferenca da variacdo da energia livre de Gibbs molar, [J mol']
A(AH) Diferenca da variacio da entalpia molar de adsor¢ao, [kJ mol]
A(AS) Diferenca da variacio da entropia molar de adsorcao, [J K" mol]
AG Variacdo da energia livre de Gibbs molar, [J mol™]

AH Variagdo da entalpia molar de adsorcio, [kJ mol™]

AP Variagdo de pressio, [bar]

AS Variacdo da entropia molar de adsorg¢ao, [J K mol™]

e Porosidade do leito

& Porosidade da particula

er Porosidade total

n Viscosidade dos componentes individuais da fase movel, [cP]
N Viscosidade da fase mével, [g cm™” s cP]

K Permeabilidade do leito, [sz]

o’ Variancia

® Razao entre os volumes de fase estaciondria e fase movel

7 Coeficiente angular (ou inclinacdo da reta)

A Comprimento de onda, [nm]
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Capitulo 1

INTRODUCAO

O presente trabalho de pesquisa foi realizado com o intuito de se obter os pardmetros
necessdrios para proceder a separacdo dos enantiomeros do farmaco verapamil pela técnica de
cromatografia  liquida de alta eficiéncia, utilizando fase estaciondria  quiral
tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. Neste capitulo serd abordada a importancia de se
obter os enantidmeros separados e as motivacdes que incentivaram a execucao deste trabalho. Ao

término do capitulo, serdo listados os objetivos gerais e especificos.

1.1.  Definicao do problema

A maioria das moléculas presentes na estrutura dos organismos vivos sdo quirais. Logo, a
quiralidade torna-se uma propriedade intrinseca dos “blocos estruturais da vida”, isto ¢, de
peptideos, proteinas e polissacarideos. Como resultado desta natureza quiral, vérios sistemas
bioldgicos, enzimas e receptores de membranas sdo sensiveis a estereoquimica de seus substratos
e ligantes, realizando um reconhecimento seletivo dos isdmeros configuracionais e interagindo
diferentemente com cada um dos enantiomeros, ocasionando via de regra diferentes respostas
fisiol6gicas. Portanto, a estereoquimica deve ser considerada quando se pesquisam e
desenvolvem-se xenobidticos como agroquimicos, aditivos alimentares, sabores ou fragrancia e,
especialmente, farmacos racémicos (MAIER et al., 2001; SILVA Jr. et al., 2006).

Estudos realizados nas dltimas décadas demonstraram acentuada diferencga nas atividades
bioldgicas entre pares de enantidbmeros levando-se a conscientizacdo da necessidade em se
produzir farmacos sintéticos enantiomericamente puros (SILVA JUNIOR, 2003). E comum a

existéncia de farmacos que apresentam atividade bioldgica similar, porém, com potenciais



distintos entre seus enantiomeros. O uso de tais drogas, quando administrada na forma racémica,
torna-se preocupante quando um dos enantidmeros passa a exibir atividade antagbnica, o que
possibilita, de fato, o desencadeamento de efeitos colaterais indesejados e toxicidade (CASS et
al., 1997; MAIER et al., 2001).

Como exemplo cldssico da importancia da quiralidade na inddstria farmacéutica,
encontra-se o caso da talidomida, comercializada como mistura racémica, na década de 1960,
como sedativo e analgésico (SILVA Jr et al., 2006). Apds a tragédia causada por esse farmaco,
em razdo do S-(-)-enantidmero apresentar efeitos teratogénicos, levando, por falta de
conhecimento das diferencas toxicoldgicas entre os enantidmeros, a md formacdo de milhares de
fetos humanos, novos modelos de estudos para farmacos quirais foram desenvolvidos
(CALDWELL, 1995). A partir de entdo, passou-se a estudar a influéncia do arranjo espacial dos
atomos nas moléculas na interagdo com macromoléculas bioldgicas e o quanto isso influenciava
0s processos bioquimicos, fisiolégicos e farmacolégicos (ORLANDO et al, 2007). A
necessidade de se obter enantiomeros individualmente separados para testes clinicos tem se
tornado de extrema prioridade em pesquisas farmacéuticas e no desenvolvimento de novos
farmacos (SARTOR, 2006).

Desta forma, as agéncias mundiais regulamentadoras de satde, como o FDA (Food and
Drug Administration) dos Estados Unidos e 6rgdos similares do Japao, Canadd e Comunidade
Européia, tém colocado exigéncias mais rigorosas quanto a concessdo de novas patentes de
drogas racémicas, exigindo documentacdo completa quanto aos perfis farmacodindmico e
farmacocinético dos enantidmeros individuais e de suas combinacdes (SILVA Jr. et al., 2009).
No Brasil, o controle e a legislacido vigentes sdo regulamentados pela ANVISA (ORLANDO et
al., 2007).

Durante as ultimas décadas, houve grande interesse quanto a obtencdo de enantidmeros
em sua forma opticamente pura, devido a razdes cientificas e econdmicas, sendo a industria
farmacéutica a principal interessada (MAIER er al., 2001). Entre os anos de 1992 e 2000, a
produ¢ao mundial de compostos quimicos opticamente puros cresceu de US$ 30 bilhdes para
US$ 100 bilhodes, sendo que entre os 500 farmacos mais vendidos no mundo, 269 ja eram
comercializados como um tnico enantidmero (MAIER et al., 2001; REKOSKE, 2001). Em 2001,
o mercado de farmacos quirais movimentou US$ 147 bilhdes (RAMACHANDRA; SINGLA,
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2002). No ano seguinte, a venda mundial de medicamentos contendo enantidmeros isolados
ultrapassou a marca de US$ 159 bilhdes (SILVA Jr et al., 2009) e, em 2008, os lucros atingiram a
impressionante casa dos US$ 200 bilhoes (LIN et al., 2011).

Dentre as técnicas voltadas para a obtencdao de enantidmeros puros, destacam-se o
processo de sintese enantiosseletiva, para o qual se utilizam auxiliares quirais, enzimas ou
processos cataliticos estereosseletivos (FRANCOTTE, 2001) e a separacdo dos enantidbmeros a
partir da resolucdo de misturas racémicas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
fase estaciondria quiral (FRANCOTTE, 1994; ROSA, 2005). Aplicando-se a técnica da sintese
assimétrica, torna-se possivel obter o enantiomero desejado, através da elaboracdo de rota de
sintese para ambos os enantidmeros, desenvolvendo-se duas rotas sintéticas independentes
(FRANCOTTE, 2001). No entanto, o tempo requerido para o desenvolvimento desta técnica pode
tornd-la impraticdvel e ndo atrativa sob o ponto de vista econdmico, especialmente quando se
necessitam de pequenas quantidades do enantiomero. Portanto, a técnica de cromatografia liquida
com fase estaciondria quiral é preferivel, uma vez que possibilita a obtencdo dos dois
enantidmeros com rapidez e, se devidamente utilizada, com alta eficiéncia, enquanto que na
sintese assimétrica tem-se apenas a obtencdo de um enantiomero (CASS et al., 1997; SARTOR,

2006).

1.2. Motivacao

A administracdo de farmacos enantiomericamente puros exibe maior eficiéncia e efeitos
colaterais reduzidos quando comparados a farmacos racémicos comercializados, geralmente,
como misturas equimolares de ambos os enantiomeros (FREITAS, 2009). As provéaveis
vantagens do uso desses farmacos seriam a redu¢do da dose total administrada, a maior eficicia
da relagcdo dose-resposta € a minimizagdo da toxicidade a partir do outro enantidmero (ROSA,
2005). Por razdes como estas que os farmacos ja comercializados como racematos estdo sendo
exaustivamente estudados com a finalidade de se avaliar a influéncia do estereoisomerismo sobre
suas propriedades farmacoldgicas e as possiveis vantagens existentes na producdo dos
enantiomeros puros, levando-se também em consideragdo a relagao custo-beneficio (CASS et al.,

1997; FREITAS, 2009).



O verapamil é um farmaco que exibe potente e seletiva atividade bloqueadora sobre os
canais de cdlcio, atuando como agente eficaz no tratamento de doencas cardiovasculares tais
como hipertensdo, arritmias supraventriculares e angina pectoris (LANKFORD; BAI, 1995;
SAWICKI, 2001; MATEUS et al., 2007; YOSHIDA et al., 2010; SINGHAL et al, 2012).
Apesar de seu mecanismo de agdo residir no antagonismo do cdlcio, o farmaco tem demonstrado
inibicdo hepatocarcinogénica em teste estudados in vitro (WARMANN et al., 2002) e in vivo
(UEHARA et al., 1993).

Os enantidmeros do farmaco verapamil diferem em suas biodisponibilidades e exibem
diferentes propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas no organismo (FIEGER er al.,
1992; ALEBIC-KOLBAH; ZAVITSANOS, 1997; BRANDSTETEROVA; WAINER, 1999). O
enantiomero S-(-)-verapamil € cerca de 20, 15 e 5 vezes mais potente para os efeitos
dromotrépico (reducdo da taxa de conduc@o nddulo sinoatrial, atrioventricular), inotrépico
(reducdo da forca de contragdo cardiaca) e cronotrépico (reducdo da frequéncia cardiaca)
negativos, respectivamente, quando comparado ao seu antipoda R-(+)-verapamil (SAWICKI,
2001; MATEUS et al., 2007). Contudo, apesar do enantidmero R-(+)-verapamil revelar menor
poténcia antiarritmica, sdo relatados na literatura trabalhos que exibem sua agdo anti-tumoral
(FEDERSEL, 1993; CHAN, 1993; BERMUDEZ; BARRAGAT, 1996; BERNARDI et al., 2003;
YOSHIDA et al., 2010). Portanto, os enantiomeros de verapamil apresentam potenciais distintos
para atividades similares e podem, também, exibirem diferentes atividades de interesse
terapéutico.

O potencial farmacoldgico do verapamil foi demonstrado através de estudos in vivo pela
administracio da mistura racémica do farmaco em humanos (ECHIZEN et al, 1988;
EICHELBAUM et al., 1984) e em animais de experimentacdo (McIIHENNY, 1971; SATOH et
al., 1980; LANKFORD; BAI 1995; BHATTI; FOSTER, 1997; GIACOMINI et al., 1985; BAI et
al., 1993). Também sdo relatados na literatura vdrios estudos in vivo que descrevem o
metabolismo do fairmaco como racemato, especificamente em ratos (WALLES et al., 2003; SUN
et al., 2004). Sao poucos os estudos clinicos na literatura cientifica revelando o potencial dos
enantidmeros separados, possivelmente devido ao elevado valor comercial que apresentam. A
mistura racémica do verapamil é comercializada por R$ 403,00/grama, ao passo que seus
enantidmeros puros sdo vendidos por R$ 177.200,00/grama, conforme cotacdo fornecida pela
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SIGMA-ALDRICH®. Por motivos como estes, técnicas envolvendo a enantiosseparagdo surgem
como alternativa vidvel e bastante atrativa, desde que se tenha disponivel a mistura racémica.
Dentre os métodos atuais de separacdo de enantidmeros, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia baseada em fases estaciondrias quirais € a que tem encontrado maior aplicabilidade
(CASS et al., 1997; SILVA JUNIOR, 2003; ROSA, 2005; SARTOR, 2006). O método é capaz
de fornecer ambos os enantidmeros com elevada pureza Optica em tempo relativamente curto e,
no caso de farmacos nos estdgios de desenvolvimento e formulagdo, possibilita a realizacdo de
testes farmacoldgicos com os enantidmeros individuais, devido a obtencdo considerdvel, em
massa, dos mesmos (FRANCOTTE, 2001; SILVA JUNIOR et al., 2006). Os métodos
cromatogréificos analiticos podem ser ampliados a uma escala preparativa ou até mesmo para
processos cromatogrificos continuos de enantiosseparacdo utilizando-se as tecnologias Leito
Movel Simulado (LMS) e Leito Movel Simulado com Comprimento de Zona Varidvel
(VARICOL®) (MAZZOTTI et al., 1997; HEUER et al., 1998; PAIS et al., 1998; LUDEMANN-
HOMBOURGER; NICOUD, 2000; TOUMI et al., 2002; SCHRAMM et al., 2003; KIM et al.,
2005; GOMES; RODRIGUES, 2012).
Diante deste contexto, varios foram os fatores que motivaram a realiza¢do deste trabalho
de pesquisa. Dentre os quais podem ser citados:
. Separacdes cromatograficas satisfatorias dos enantiomeros do verapamil, em testes
preliminares realizados no laboratério, utilizando-se colunas quirais analitica e semi-preparativa
recheadas com fase estaciondria tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose;
. Auséncia, na literatura cientifica, de trabalhos de pesquisa demonstrando o potencial de
separacdo dos enantidmeros do verapamil na fase estaciondria quiral mencionada em escala semi-
preparativa e em fase normal;
. Forte potencial revelado pelo farmaco no tratamento de diferentes doencas
cardiovasculares e, em especial, por ser apontado como agente anti-tumoral;
. Disponibilizacdo das formas enantiomericamente puras do verapamil para a realizacao de
testes in vivo, a fim de se estudar a atuagdo e as propriedades farmacoldgicas individuais dos seus
enantiomeros;
. Possibilidade de agregar valor comercial ao produto através da separacdo cromatografica

dos enantiOmeros.



1.3. Objetivos

O objetivo geral da tese centrou-se no estudo do processo de separagdo enantiomérica do
farmaco verapamil pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna
recheada com fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose.

Para o objetivo geral ser atingido, foram tracados os seguintes objetivos especificos:

. Realizacdo do screening da fase mével no quesito composi¢do, partindo-se de diferentes

combinacdes de solventes organicos;

. Avaliacdo de uma faixa de comprimento de onda para o sistema de deteccao;
. Avaliagdo da queda de pressao da coluna cromatogréfica;
. Caracterizacdo geométrica das colunas cromatograficas quirais a serem utilizadas em

termos de porosidades total, do leito e das particulas que as constituem;

. Determinacao dos parametros cromatograficos de separacio e das constantes de equilibrio
de adsor¢do (constantes de Henry), assim como a obtencdo e a avaliacio dos parametros
termodinamicos e de transferéncia de massa;

. Determinacdo e avaliacdo dos perfis de eluicdo dos enantidmeros do verapamil em
condig¢des de sobrecarga da coluna cromatogréfica;

. Determinacao das isotermas de adsor¢do ndo-linear e de seus respectivos parametros;

. Obtencdo dos parametros operacionais e de desempenho do processo de separacdo dos
enantiomeros do verapamil por cromatografia liquida continua contracorrente utilizando-se as
tecnologias Leito Movel Simulado (LMS) e Leito Movel Simulado com Comprimento de Zona

Varidvel (VARICOL®).



Capitulo 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma revisdo da literatura sobre aspectos que sdo
relevantes para o entendimento do processo de separacdo enantiomérica em cromatografia liquida
e a interpretacdo de resultados experimentais obtidos em laboratério. Para melhor compreensao
do assunto, serdo abordados os fundamentos de estereoquimica e uma breve descri¢c@o a respeito
do farmaco alvo deste trabalho. Posteriormente, sera dado um embasamento tedrico dos métodos
utilizados para a determinagdo de pardmetros referentes ao processo de separagdo cromatografica
em pequena e larga escala. Finalizando o capitulo, serdo apresentadas as tecnologia de leito
movel em cromatografia liquida continua contracorrente, enfocando os principais sistemas de

separacdo voltados a producio em larga escala de compostos enantiomericamente puros.

2.1. Fundamentos de estereoquimica

2.1.1. Consideracoes gerais

O 1nicio do estudo e da compreensdo dos fendmenos quirais € atribuido, em parte, a Jean-
Baptist, Louis Pasteur e van’t Hoff / Le Bel que descobriram, durante o século XIX, a capacidade
de alguns compostos de desviar a luz plano polarizada, a assimetria molecular destes compostos e
a configuragdo tetraédrica do d&tomo de carbono (ORLANDO et al., 2007). Consequentemente,
estas descobertas marcaram o surgimento da estereoquimica, causando uma importante mudanga
no campo de estudo relacionado com as estruturas tridimensionais de moléculas. Desde entdo, a
quimica organica, voltada aos estudos da estrutura molecular e propriedades fisicas de moléculas

de carbono, adquiriu maior destaque dentro do cenério cientifico (COELHO, 2001).
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2.1.2. Estereoquimica

Define-se a estereoquimica como uma ciéncia da quimica orgénica que estuda a relacdo
entre a estrutura molecular tridimensional e suas propriedades. Os isomeros (do grego isémeres =
partes iguais) sdo compostos diferentes que apresentam forma molecular idéntica, as quais se
subdividem em isémeros estruturais, cujos dtomos encontram-se ligados em ordens diferentes e
em estereoisOmeros, que sdo estruturas isoméricas que diferenciam entre si unicamente pelo
arranjo tridimensional dos seus substituintes (SOLOMONS, 1996).

Os isomeros estruturais sdo classificados em isémeros de cadeia, pertencentes a uma
mesma funcdo quimica com cadeias carbOnicas diferentes; isomeros de posicdo, as quais
possuem funcdo quimica e cadeia carbOnica idénticas, diferindo apenas pela posi¢cao de um grupo
funcional, radical ou insaturacdo; e isémeros de fungdo, que como o préprio nome indica, diferem
pelo grupo funcional a que pertencem. Por outro lado, os estereoisdmeros sido divididos em
diasteroisomeros, cujas moléculas exibem diferentes arranjos espaciais de seus ligantes, porém
ndo sdo imagens especulares umas das outras; € em enantiomeros (do grego enantio = oposto),
caracterizados por moléculas que sdo imagens especulares umas das outras € que ndo se
sobrepdem (COELHO, 2001; ROSA, 2005).

A propriedade da quiralidade ou assimetria € a condi¢do necessdria e suficiente para a
existéncia dos enantiomeros. Portanto, as moléculas que ndo sdo sobreponiveis as respectivas
imagens num espelho plano dizem-se quirais. Todas as moléculas quirais (Figura 1) t€m
enantidmeros e todas as moléculas opticamente ativas sdao quirais. Por outro lado, uma molécula
que se superpde a sua imagem especular € dita aquiral, € opticamente inativa e ndo apresenta

enantidmero (ALLINGER et al., 1978; SILVA JUNIOR, 2003).

2.1.3. Enantiomeros

Enantidmeros sdo compostos de mesma férmula molecular, que nao se sobrepdem, sendo
imagem especular do seu par complementar, denominado de antipoda 6ptico. A diferenca entre as
moléculas estd na maneira como os dtomos estdo dispostos no espaco € na ordenacdo nas
respectivas moléculas (ROSA, 2005). Portanto, apresentam as mesmas propriedades fisicas e
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quimicas tais como: ponto de fusdo, ponto de ebuli¢do, solubilidade, densidade, dentre outras.
Muitas destas propriedades dependem das grandezas de forcas intermoleculares que agem sobre
moléculas e, no caso de moléculas enantioméricas, estas forcas sao idénticas (ALLINGER et al.,
1978; SOLOMONS, 1996). Deste modo, ndo € possivel separar enantidmeros por métodos
tradicionais como a destilacdo e cristalizagdo fracionadas ou cromatografia cldssica

(SOLOMONS, 1996).

Esp-elho

Figura 1. Representacdo esquemdtica de moléculas quirais. Observa-se que as moléculas
relacionam-se umas com a outras da mesma forma que a mao esquerda se relaciona com mao

direita, ou seja, ndo se superpdem.

De acordo com o arranjo espacial, os enantidmeros recebem, em seus respectivos nomes,
os prefixos (R) ou (§) seguindo o sistema de nomenclatura desenvolvido, em 1966, pelos
quimicos R.S. Cahn, C.K. Ingold e V. Prelog e adotado pela International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC). As identificacdes R (do latim rectus = direita) e S (do latim sinister
= esquerda) sdo atribuidas com base no nimero atomico do dtomo ligado diretamente ao centro
estereogénico da molécula. Logo, o grupo com o menor nimero atdmico tem prioridade mais
baixa, o grupo com nimero atdmico imediatamente superior recebe a prioridade seguinte e assim

sucessivamente (SOLOMONS, 1996).



Existe também outra nomenclatura atribuida aos enantidbmeros e que estd relacionada a
sua capacidade de desviar a luz plano polarizada. Esta propriedade dos enantiomeros é conhecida
como rotacao dptica. Se o plano desviar para a esquerda, no sentido anti-hordrio, a molécula é
levégira (latim laevus = esquerdo). Se o plano for desviado para a direita, no sentido horério, a
molécula é dita dextrégira (latim dexter = direito). Por convenc¢do, adotaram-se os sinais negativo
e positivo, entre parénteses, para designar os enantidmeros levogiro (L) e dextrégiro (D),
respectivamente (SOLOMONS, 1996; COELHO, 2001). Desta forma, pode-se perceber que as
denominagdes R-S e D-L sdo independentes e, portanto, pode-se ter enantidmeros S-(+)- ou S-(-)-
e da mesma maneira o enantidmero R-(+)- ou R-(-)- (ORLANDO et al., 2007).

A mistura equimolecular de dois enantiomeros é denominada forma racémica (ou também
racemato ou mistura racémica) (SOLOMONS, 1996). Uma mistura racémica é opticamente
inativa; como tal é freqiientemente designada como (*). Misturados os dois enantidmeros, a
rotagdo causada pelas moléculas de um dos isOmeros € exatamente anulada por uma rotacio igual
e de sinal contrério, causado por um nimero igual de moléculas do outro (MORRISON; BOYD,

1992; SILVA JUNIOR, 2003).

2.2. Verapamil

2.2.1. Consideracoes sobre o farmaco

O verapamil (2-(3,4-dimetoxifenil)-5-[2-(3,4-dimetoxifenil) etil-metil-amino]-2-propan-2-
il-pentanonitrila) ¢ um farmaco derivado sinteticamente da papaverina e que exibe potente e
seletiva acdo bloqueadora sobre os canais de célcio do tipo L, atuando como agente eficaz no
tratamento de doencas cardiovasculares tais como hipertensdo, arritmias supraventriculares e
angina pectoris (SHIBUKAWA; WAINER, 1992; LANKFORD; BAI, 1995; SAWICKI, 2001;
YOSHIDA et al., 2010; SINGHAL et al., 2012). Apresenta férmula molecular C,7H33N>0y4,
massa molar de 454,59 g/mol (MATEUS, 2007; NAIA et al., 2008) e encontra-se disponivel
como liquido oleoso e viscoso de coloragdo amarelo palido (NAIA et al., 2008).

O farmaco caracteriza-se por ser um composto quiral comercializado e administrado como
mistura racémica dos enantidmeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil (Figura 2), os quais
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exibem propriedades farmacoldgicas distintas. O enantiomero S-(-)-verapamil apresenta maior
potencial cardiovascular quando comparado ao seu antipoda 6ptico R-(+)-verapamil (MATEUS
et al, 2007); este, por sua vez, exibe agdo antitumoral, atuando como inibidor
hepatocarcinogénico (FEDERSEL, 1993; CHAN, 1993; BERMUDEZ; BARRAGAT, 1996;
BERNARDI et al., 2003; YOSHIDA et al., 2010).
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Figura 2. Estrutura molecular dos enantidmeros do verapamil: (A) S-(-)-verapamil; (B) R-(+)-

verapamil.
2.2.2. Farmacodinimica: mecanismo de acio

O ifon cdlcio (Ca**) é um importante mensageiro intracelular, sendo fundamental nos
mecanismos de excitacdo e contracdo da musculatura lisa do miocardio e dos vasos sanguineos.
Além disso, as correntes de cdlcio s@o necessdrias para a atividade do nédulo sinusal e do sistema
de conducgdo atrioventricular (NAIA et al., 2008).

O ion célcio penetra no citoplasma celular através de diferentes canais sendo o mais
importante, no sistema cardiovascular, os dependentes da voltagem. O mecanismo de acdo do
verapamil se restringe ao canal do tipo L (canais de grande condutancia e com corrente elétrica
de longa duracdo), constituido por vérias subunidades, especialmente a a,, por ser o local de

ligacdo dos antagonistas dos canais de calcio (NAIA et al., 2008). Para que o verapamil possa
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efetuar sua acdo bloqueadora (Figura 3), fixa-se a por¢do do canal localizado na fase interna da
membrana plasmadtica e, por isso, necessita entrar na célula para exercer seu efeito (BOGGIO,
2008).

No coracdo, as correntes de cdlcio sao responsaveis pela despolarizagdo da membrana no
tecido de conducdo e nos midcitos, em associacdo com as correntes de sddio. Por outro lado, o
movimento do cdlcio € o principal responsivel pela despolarizacdo das membranas dos nds
sinusal e atrioventricular. Assim, o bloqueio dos canais L de cdlcio a este nivel exerce efeitos
dromotrépico, inotrépico e cronotrépico negativos (GUIMARAES et al., 2006; NAIA et al.,
2008). Portanto, de maneira geral, o verapamil € responsédvel pelo bloqueio do influxo de célcio
para os cardiomidcitos, para o tecido nodal e para o musculo liso dos vasos, o que resulta num
decréscimo da contracdo cardiaca (prolonga o tempo de condug¢do) e num relaxamento vascular

(BATALIS et al., 2007; NAIA et al., 2008).
2.2.3. Farmacocinética

O farmaco verapamil pode ser administrado via oral ou intravascular em humanos, sendo
que mais de 90% da dose, administrada oralmente, torna-se absorvida pelo trato gastrointestinal

(NAIA et al., 2008).

Canal L de calcio
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R

Regido extracelular

RARRRIRY
$88848%8

\
S e

Regiao intracelular \
Verapamil

Figura 3. Representacdo esquematica do local de ligacdo do verapamil ao canal de célcio (tipo

L). Adaptado de NAIA et al., (2008).



O farmaco passa por um extenso processo de biotransformacio, essencialmente por
metabolismo hepdtico, com a formacdo dos metabdlitos norverapamil, resultante da N-
desmetilagdo, e D-617, resultante da N-desalquilacio do verapamil. Esses dois metabdlitos
iniciais s@o ainda metabolizados via enzima CYP dando origem a trés outros metabdlitos quirais
descritos como D-620, PR-22 e PR-25, também conhecido como D-715 (MATEUS, 2007). A
atividade do norverapamil como vasodilatador coronariano representa 20% da atividade do
verapamil. Embora menos potente que o verapamil e at€é mesmo que o norverapamil, o D-617
diminui a contragdo cardiaca, enquanto que o D-620 é capaz de diminuir a conducdo
atrioventricular ~ (SHIBUKAWA;  WAINER, 1992; LANKFORD; BAI,  1995;
BRANDSTETEROVA; WAINER, 1999).

A eliminacdo do verapamil, como metabdlitos, ocorre através da urina, dos quais sdo
excretados 70% da dose administrada por cinco dias, sendo que apenas 3 a 4% € eliminado na
forma inalterada. Nas fezes, para o mesmo periodo, aproximadamente 16% da dose ingerida é

excretada como metabodlitos (NAIA e al., 2008).

2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

2.3.1. A técnica

A cromatografia caracteriza-se por ser um método fisico-quimico de separagdo de
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas
fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estaciondria, enquanto a outra se
move através dela. Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estaciondria, os componentes
da mistura sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles € seletivamente retido
pela fase estaciondria, o que resulta no transporte diferencial destes componentes
(COLLINS et al., 2006).

Dentre os métodos cromatograficos de separagdo, a CLAE é uma das técnicas mais
importantes. Empregando-se colunas recheadas e uma fase moével, eluida sob altas pressoes,
torna-se possivel realizar separagdes e andlises quantitativas de uma grande variedade de
compostos, principalmente de moléculas biologicamente ativas, com rapidez, alta resolucdo,
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eficiéncia e detectabilidade (SILVA JUNIOR, 2003; ROSA, 2005). Além disso, separagdes em
escala preparativa também sdo possiveis e relativamente faceis, o que torna o método um dos
mais procurados atualmente (COLLINS et al., 2006).

O conjunto de componentes empregados em CLAE (Figura 4) constitue o chamado
cromatografo a liquido, formado por:

) Reservatdrio, geralmente de vidro ou aco inoxiddvel, e sistema de bombeamento

da fase movel, empregando-se comumente bombas do tipo pistdo;

. Sistema de introducao da amostra (injetor), constituido por védlvula de amostragem
do tipo Rheodyne;

. Coluna cromatogréfica; responsavel pela separacdo dos componentes da amostra;

. Sistema de detec¢do, normalmente o UV-VIS, caracterizado pela absorcdo de luz

ultravioleta ou visivel, por parte da amostra, quando nela emite-se radiacdo eletromagnética.
) Controladora, utilizada para controle dos médulos (bomba, detector e, se possivel,
injetor);

. Micro-computador para registro e tratamento de dados.

()

/ ——1(‘) _/_',\-';{\3
).

/

Figura 4. Esquema bésico de um equipamento de CLAE: (1) Reservatério de fase movel; (2)
Bomba de fase moével; (3) Injetor; (4) Seringa de injecdo; (5) Coluna cromatogréfica; (6)

Detector; (7) Sistema de aquisi¢ao de dados; (8) Controladora; (9) Frasco de descarte.
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Na cromatografia liquida, as espécies que estdo sendo separadas ou analisadas sofrem
grande influéncia da fase estaciondria e, simultaneamente, as propriedades destas sdo
continuamente influenciadas pela fase mével (CIOLA, 1998). Por ser de extrema importancia nos
processos cromatograficos de separacdo, a fase mdvel deve apresentar algumas caracteristicas
fisico-quimicas relevantes, tais como: baixa viscosidade e ponto de ebulicdo, elevado grau de
pureza, miscibilidade completa de seus componentes; solubilizacdo da amostra e, principalmente
nao decompor ou dissolver a fase estaciondria. Além disso, deve apresentar baixo custo, ser
passivel de reuso e, preferencialmente, ndo téxica (COLLINS et al., 2006).

Para a separacdo de enantidmeros, especialmente em escala preparativa, a selecdo da fase
movel influencia diretamente a produtividade. Parametros importantes envolvendo a seletividade
de separacgdo, o tempo de retencdo, a solubilidade da mistura racémica e a resolucao sio sensiveis
as mudancas da composicdo da fase movel, principalmente quando sdo utilizadas fases

estaciondrias quirais baseadas em polissacarideos (FRANCOTTE, 2001).

2.3.2. Parametros cromatograficos de separacao

Os parametros cromatograficos sio indispensdveis para se avaliar e verificar a eficiéncia
de separacdo de componentes através de colunas, fornecendo informacgdes relevantes do
comportamento dos mesmos entre as fases estaciondria e mével. A Figura 5 apresenta um tipico
cromatograma com os respectivos termos utilizados em calculos de pardmetros de separacao

cromatogréfica.

Fator de retencdo

O fator de retengdo (k) caracteriza-se por ser uma medida adimensional e de fundamental
importancia em separacdes cromatograficas, pois associa a quantidade de moléculas que se
encontram retidas na fase estaciondria (n;) com as que percorrem a coluna juntamente com a fase
movel (n,,) (COLLINS et al., 2006). Esse pardmetro cromatografico também estd relacionado a
razdo dos tempos em que as moléculas permanecem em ambas as fases. Pode ser calculado pela
Equacao (1), dada por:
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k=—t =R 07 (1

em que (tg) e (t,) correspondem aos tempos de retengao dos componentes i ou j € do componente

nao-retido pela fase estaciondria, respectivamente.

Sinal
A

h 4

F Y

A 4

Figura 5. Cromatograma tedrico resultante da injecio de uma amostra contendo trés
componentes distintos. Definicdo dos termos cromatograficos: (z,) tempo morto (ou tempo de
retardamento) da fase movel; (w;, w;) largura dos picos (entre tangentes); (wy2) largura do pico a
meia altura; (tg;, tg) € (t’Ri, l’Rj) tempos de retencdo e “retenc¢do corrigido”, respectivamente.

Adaptado de COLLINS et al., (2006).

O intervalo ideal para os valores do fator de retencdo estd compreendido entre 1 e 10
(COLLINS et al., 2006). Valores extremos ndo sdo recomendaveis, sejam por fornecerem
separacOes pouco eficientes, devido a baixa interacdo do componente com a fase estaciondria;

sejam por implicarem em tempos de andlises longos, com alargamento de picos, resultado da
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maior afinidade do componente com a fase estaciondria. A farmacopéia americana recomenda
valores de fator de retencdo entre 1 e 8. Dentro dessa faixa, razodveis interacdes entre o

componente e a fase estaciondria s@o indicadas por valores entre 2 e 4 (ROSA, 2005).

Fator de separagao

O fator de separacdo (a) avalia a seletividade da separacdo para dois picos
cromatograficos adjacentes (DIAS, 2007). Este parametro pode assumir valores maiores ou iguais
a unidade em diferentes temperaturas e dependendo das caracteristicas da fase mével e da fase
estaciondria empregadas (ROSA, 2005). Pode ser definido como uma razdo entre os fatores de

retencdo do componente mais retido (k;) e do menos retido (k;) e calculado pela Equagdo (2).

a=—"t=L0_1 32 2)

Segundo a farmacopéia americana, parametros de seletividade com valores iguais a 1,2
sdo aceitdveis e caracterizam separacdes cromatograficas satisfatorias entre os componentes de

uma mistura (ROSA, 2005).

Numero de pratos

O niimero de pratos (N,) € um parametro utilizado para se avaliar a eficiéncia de uma
coluna cromatografica. Um prato corresponde a uma etapa de equilibrio do componente entre as
fases estaciondria e movel; portanto, quanto maior o ndmero de pratos, mais equilibrios
ocorrerdo, aumentando a eficiéncia da coluna e, por consequéncia, a separagdo (COLLINS et al.,

2006). O numero de pratos € definido pela Equacao (3), descrita como:

2
N, =5,545{ d ] (3)
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em que (fg) e (wy) representam o tempo de retengdo e a largura do pico cromatografico a meia
altura, respectivamente, do componente avaliado.

O valor de N, mede o alargamento do pico quando o componente, em estudo, passa
através da coluna. Quanto mais estreito for o pico cromatografico obtido, menor serd o valor de
(wnr) e, consequentemente, maior serd a eficiéncia da coluna no processo de separacao (ROSA,

2005).

Resolucdo

A resolucdo (R;) caracteriza-se por avaliar a qualidade da separacdo de dois compostos
adjacentes, levando-se em consideracdo a distdncia que separa os pontos méaximos dos picos
cromatogrificos e a largura a meia altura de suas respectivas bases (COLLINS et al., 2006;

DIAS, 2007). O parametro € calculado pela Equacdo (4):

(tRj _tRi)

[W,12); +(Wy15) ;]

R, =1177. 4)

em que (fg) € (wye2) correspondem ao tempo de retencdo e a largura do pico cromatografico a
meia altura, respectivamente, para os componentes i € j.

Maiores valores de resolu¢do implicam em melhores separagdes dos componentes.
Segundo Collins et al., (2006), valores de resolucdo iguais a unidade indicam que os picos
cromatograficos estdo razoavelmente separados; resolugdes igual a 1,25 sdo suficientes para
andlises quantitativas; e resolugdes maiores que 1,5 garantem separagdo completa (até alcance da
linha de base) dos componentes. Por outro lado, a farmacopéia americana considera uma
separacdo completa, sem sobreposi¢cdo de dreas de picos, para valores de parametros de resolucdo
superiores a 2,0 (ROSA, 2005).

E vilido ressaltar que a resolucio pode ser otimizada, levando-se em consideracdo os
parametros relacionados a eficiéncia, representado pelo nimero de pratos (N,), a distribui¢do

dentro da coluna, representada pelo fator de retencdo (k), e a seletividade, representada pelo fator
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de separacdo (a). Mudancas nesses trés pardmetros acarretam mudancas na resolucido e,

consequentemente, na separaciao cromatografica (COLLINS et al., 2006).
2.3.3. Método dos momentos

A andlise dos momentos € uma ferramenta util para a determinacdo dos coeficientes de
dispersdo axial, difusdo nos poros (MIYABE; SUZUKI, 1992) e, at¢ mesmo, de propriedades de
um leito fixo, como suas porosidades, a partir de experimentos de pulsos cromatograficos. Esse
método consiste na andlise de concentracdo do soluto como uma fung¢do do tempo na saida do
leito fixo em resposta a concentracdo do soluto no pulso de entrada do leito. Para solucdes
diluidas, a curva de equilibrio sélido-liquido pode ser representada por uma reta conforme a Lei
de Henry (CREMASCO et al., 2001). A inclinag¢do dessa reta pode ser determinada a partir do
primeiro momento de um pulso do soluto, que se associa ao tempo de retencio do mesmo.
Pardmetros de transferéncia de massa podem ser obtidos a partir do segundo momento
(SARTOR, 2006).

Por defini¢cdo dos momentos de uma distribui¢do, o n-€simo momento do perfil de banda
na saida do leito cromatogrifico de comprimento z = L é calculado pela Equacdo (5)

(GUIOCHON et al., 1994)
M, = I: ct,z=L)t"dt (5)
O n-ésimo momento absoluto ou normalizado € entdo expresso pela Equacao (6):

M, [ ewz=0)1ar

H, = (6)

M, J:O c.(t,z=L).dt

e o n-ésimo momento central € dado pela Equacgao (7):
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. rc.(t,z = L).(t— p)" dt
Hy = (7)
jo ct,z = L).dt

O momento zero de um perfil de concentracdo de um pico eluente € simplesmente a drea
do pico. O primeiro momento absoluto (u;) estd relacionado ao tempo de retencdo do pico
cromatografico e entdo, com a forca de ligacdo, isto é, com a constante de equilibrio
(ARNOLD et al., 1985a; ARNOLD et al., 1985b). O segundo momento central (u») corresponde
ao alargamento dos picos, causados pelos efeitos de transferéncia de massa, podendo estar
associado a efeitos de nao linearidade das isotermas de adsor¢do (WANG; CHING, 2002). O
parametro ¢ nas Equacgdes (5), (6) e (7) corresponde a resposta dos pulsos cromatograficos.
Quando o pico cromatografico apresenta uma forma gaussiana, o segundo momento central
torna-se igual a variancia 6% (ARNOLD et. al., 1985a; ARNOLD er. al., 1985b).

Portanto as equag¢des do método dos momentos, em termos cromatogrificos, podem ser

escritas da seguinte forma (RUTHVEN, 1984):

- - Linj — t .
Hy =T L 1+(1—€}€p +(1—8J.(1—5P).KP + _L 1+(—1 8).[( +— (8)
u 3 £ 2 u & 2
2 2
, 2L|D, ( & ]1 ( & j 1 Lo
e w |’ 1-e)k| lU-e)kr [ 12 ©)

sendo

K=¢,+(1-¢5,)K, (10)

em que u corresponde a velocidade intersticial, L ao comprimento da coluna, ¢ a porosidade do

leito, ¢, a porosidade da particula, K, a constante de equilibrio de adsor¢do linear
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(constante de Henry, He) ¢ t;,; a0 tempo de inje¢do. D, e k, correspondem aos coeficientes de

dispersdo axial e de transferéncia de massa global, respectivamente.
2.3.4. Altura equivalente a um prato teérico (HETP)

A eficiéncia de uma coluna cromatografica € medida em termos do nimero de pratos (N,).
Um prato, conforme ji descrito, corresponde a uma etapa de equilibrio entre as fases mével e
estaciondria; portanto, quanto maior o nimero de pratos, maior serd a eficiéncia (COLLINS et
al., 2006).

Associado ao nimero de pratos ha outro parametro, também indispensdvel a avaliacdo do
desempenho de uma coluna, denominado altura equivalente a um prato teérico (HETP). A partir
da obtenc¢do de pequenos valores deste pardmetro, podem-se maximizar N, e elevar a eficiéncia
da coluna cromatogréfica, principais metas desejadas em cromatografia liquida (SILVA
JUNIOR, 2003).

A andlise da dependéncia de HETP com a velocidade intersticial (#) da fase movel
fornece informacgdes relevantes a respeito do fendmeno de transferéncia de massa no sistema
cromatografico. Geralmente, sdo assumidos quatro principais processos do fendmeno em colunas
cromatogréficas: (i) dispersao axial; (ii) transferéncia de massa do fluido para a particula; (iii)
difusdo intraparticular; e (iv) adsor¢ao/dessor¢ao (MIY ABE; GUIOCHON, 1999).

A altura equivalente a um prato tedrico esta relacionada a estes processos que ocorrem
durante a eluicdo cromatografica de uma amostra. Sua determinacdo pode ser dada por uma

expressao simples, conhecida como equagdo de van Deemter, mostrada abaixo:

HETP = A+2 4 cu (11
u

em que HETP ¢ a altura equivalente a um prato, u € a velocidade intersticial da fase mével e A, B
e C correspondem aos coeficientes da equacao, determinados experimentalmente.
O coeficiente A estd relacionado a difusdo turbilhonar (Figura 6) e refere-se ao

alargamento dos picos cromatograficos devido aos diferentes caminhos tortuosos seguidos pelas

21



moléculas das amostras. As moléculas que entram ao mesmo tempo na coluna podem ser eluidas
em diferentes tempos. Para minimizar este coeficiente, utilizam-se colunas com diametro interno

pequeno, bem recheadas e particulas uniformes de menores tamanhos (COLLINS et al., 2006).

Coluna Cromatografica

Figura 6. Alargamento do pico cromatografico a partir de diferentes caminhos seguidos pelas

moléculas da amostra. Adaptado de ROSA (2005).

O coeficiente B refere-se a difusdo molecular longitudinal (Figura 7), na qual o soluto
difunde na fase moével do centro de maior concentracdo do pico para regides mais diluidas na
direc@o do fluxo. O efeito se torna mais pronunciado quando aumenta o tempo de residéncia do
soluto na coluna. Quanto mais alta a vazdo da fase mdvel, menor o tempo em que o soluto
permanece na coluna e ocorre menor alargamento difusivo (ROSA, 2005) O coeficiente B pode

ser minimizado trabalhando-se com a viscosidade da fase mével (COLLINS et al., 2006).

{ =
Coluna Cromatografica

Tubulagao

Spﬁuto na entrada da colun | Soluto nointeriorda
(inje¢do da amostra) ‘ colq‘na

Figura 7. Difusdo longitudinal do soluto na fase mével para as extremidades de concentra¢des

mais baixas. Adaptado de Rosa (2005).

Finalmente, o coeficiente C da Equacgdo (11) representa a transferéncia de massa do soluto

entre a fase mével que percola o leito e a fase liquida estagnada no interior da estrutura porosa da
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particula sélida (Figura 8) (GRITTI et al., 2007). De uma maneira geral, o termo C provoca
aumento da HETP com o aumento da vazdo, sendo proporcional ao aumento do quadrado do
diametro médio da particula e inversamente proporcional a difusividade molecular (GRITTI et
al., 2007). Ressalta-se ainda que, quanto mais viscosa for a fase mével e maior for o tamanho das

particulas que constituem a fase estaciondria, mais importante serd este fenomeno (ROSA, 2005).

Particulas da fase Fluxo da fase
estacionaria movel
g ‘-O S Oo_0O
S o2
=3 3 O (@)
@ : o
Soluto

Figura 8. Transferéncia de massa envolvendo o efeito do tamanho de particula e viscosidade da

fase movel. Adaptado de ROSA (2005).

A Figura 9 mostra a variagdo da altura equivalente a um prato teérico (HETP) em funcao
da velocidade intersticial (u) da fase movel. A curva representa, na pritica, um modo de
selecionar a vazdo 6tima de uma corrida cromatogréifica. Pode-se observar que o primeiro termo
(coeficiente A) da Equacao (11) € independente da velocidade intersticial; ao passo que os termos
(B/u) e (C.u) sdo inversamente e diretamente proporcional a velocidade intersticial da fase mével,
respectivamente.

A curva superior representa o perfil resultante da HETP em fun¢do velocidade intersticial
(u) e apresenta um valor minimo para a altura dos pratos (HETP,,;imo) @ uma dada velocidade
intersticial 6tima (ugimq). Abaixo da velocidade 6tima, HETP é fortemente dependente dos efeitos
de difusdo molecular (coeficiente B), ao passo que para velocidades elevadas, o termo de
transferéncia de massa (coeficiente C) domina o processo (SEWELL et al.,1988; ROSA, 2005).

Para um sistema com isoterma de adsorcdo linear, a eficiéncia da coluna cromatografica é

avaliada pela andlise da HETP, conforme equagdo abaixo:
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HETP = (L} - (U—ZJL (12)
N, 7]

em que N, corresponde ao nimero de pratos e L ao comprimento da coluna.

As Equacdes (8) e (9), obtidas através do método da andlise dos momentos, podem ser
combinadas com a Equacdo (12), resultando na Equacdo (13), em que k, € o coeficiente de
transferéncia de massa global, K corresponde ao termo relativo ao equilibrio de adsor¢do, Dy € o

coeficiente de dispersdo axial e ¢ refere-se a porosidade do leito (DUAN et al., 1998).

HETP (cm)

HETP__.
\ A
< B/u

u

Gtimo
u (cm/min)

Figura 9. Variacdo da altura equivalente a um prato tedrico (HETP) em fun¢do da velocidade
intersticial (#) da fase mdvel de acordo com a equacdo de van Deemter. Adaptado de COLLINS

et al., (2006).

HETP = 2P o[ £\ L |1 [ 2| L (13)
u l-¢)Kk, l-¢)K

em que K pode ser calculado pela Equacdo (10).
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Usualmente, é assumido que a dispersdo axial resulta dos mecanismos de difusdo axial

molecular e turbulenta (GUIOCHON et al.,, 1994). Em uma primeira aproximacao, estes efeitos

sao aditivos e o coeficiente de dispersao pode ser representado por:

D, =y,D, +72dp”

(14)

em que D,, corresponde ao coeficiente de difusdo molecular, d, ao didmetro da particula e y; € y,

sdo as constantes da equacgdo, cujos valores, normalmente assumidos, sdo iguais a 0,7 e 0,5,

respectivamente (RUTHVEN, 1984).

A contribui¢do da difus@o molecular (primeiro termo da Equacdo (14)) para o coeficiente

de dispersdo axial geralmente é desprezivel perante o segundo termo. Portanto, a seguinte

equacdo modificada de van Deemter pode ser derivada da Equacdo (11) (MIYABE;

GUIOCHON, 1999).

HETP =A + Cu

sendo o coeficiente A igual a

e o coeficiente C igual a

e ()i
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24. Cromatografia liquida quiral

2.4.1. Breve relato

A obtencdo de enantidmeros puros representa um grande desafio a quimica moderna
devido as propriedades fisicas similares que apresentam. A aplicacdo de métodos tradicionais de
separacdo, como a destilacio e a cristalizacdo fracionadas ou mesmo a cromatografia
convencional, torna-se impraticdvel, justamente pelo fato de estas moléculas apresentarem pontos
de ebulicdo, solubilidades e forcas de adsor¢do idénticas, respectivamente. Portanto, a separacao
de dois enantidmeros de uma mistura racémica constitui, por consequéncia, uma tarefa cuja
realizacdo exige um método especial (MORRISON; BOYD, 1992).

Os métodos de separagcdo quiral utilizando-se técnicas de cromatografia liquida tém se
mostrado muito eficientes na separacdo de enantiOmeros. A literatura aborda dois métodos,
indireto e direto, envolvendo a formacdo de derivados diastereoisoméricos (SILVA JUNIOR et
al., 2006).

O método indireto baseia-se na formacdo prévia de diastereoisomeros pela adi¢do de
reagentes ou aditivos quirais opticamente puros, 0s quais por apresentarem propriedades
fisico-quimicas distintas, podem ser separados recorrendo-se a fases estaciondrias aquirais. No
entanto, apesar do método dispor, comercialmente, de reagentes para a derivacdo de vérios
grupos funcionais, € pouco utilizado atualmente por apresentar maior consumo de tempo
atribuido a reacdo de derivagdo, exigir reagentes e aditivos quirais de elevado custo, possibilitar a
racemizagcdo do reagente durante a formacdo dos diastereoisdmeros ou entdo, necessitar de
tratamento quimico posterior para a recuperacdo dos enantiomeros (COLLINS et al., 2006).
Portanto, o0 método direto torna-se o mais atrativo para a separagdo de misturas enantioméricas
por se tratar de um processo simples na determinacdo de purezas de enantiomeros e ser de fécil
extensdo para a escala preparativa (CASS et al., 1997; SARTOR, 2006).

O método direto envolve o uso de colunas quirais e fundamenta-se na diferenca entre as
estabilidades das ligagdes dos pares diastereoisoméricos, obtidos pelos enantidmeros e uma dada
fase estaciondria quiral. A diferenca de estabilidade entre os complexos diastereoisoméricos
transitérios formados entre o seletor quiral e os enantidmeros conduz a diferencas nos tempos de
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retencdo e, portanto, a separagdo. A separacdo, por sua vez, ocorre devido a possibilidade de
diferentes forcas de interacdo simultdnea, em que pelo menos uma delas deve ser
estereoespecifica, podendo ser repulsiva (interacdes estéricas, por exemplo) ou atrativa
(interacdes dipolo-dipolo, ligagdes de hidrogénio, etc.) (COLLINS et al, 2006;
LOURENCO et al., 2010). O enantidmero que forma o complexo menos estavel elui primeiro
(DIAS, 2007). A separacdo direta de enantiomeros € possivel desde que exista reconhecimento
quiral entre a mistura racémica e o seletor quiral. Para que ocorra o reconhecimento quiral,
segundo o modelo de “interagdo de trés pontos”, proposto por Dagliesh em 1952, sdo necessarias
trés interacdes simultaneas entre um dos enantiomeros e o seletor quiral, sendo que, pelo menos
uma dessas interacdes seja estereoquimicamente dependente. Além disso, as interagdes devem ser
de sitios distintos tanto no enantidomero quanto no seletor quiral. O outro enantidmero interage
somente com dois sitios do seletor quiral (LOURENCO et al., 2010).

Apesar das colunas quirais apresentarem elevado custo e o0 mecanismo de separacdo quiral
ainda ser de dificil entendimento, as vantagens apresentadas pelo método direto se sobrepdem
(COLLINS et al., 2006; CASS et al., 1997). O método pode ser aplicado a separacdo de uma
larga variedade de compostos racémicos, possibilitando a obtencdo de ambos os enantidmeros
isolados com elevado grau de pureza Optica; além disso, apresenta facilidade de
operacionalizacdo e possibilita separar enantidmeros de misturas racémicas com caracteristicas
especiais, tais como compostos de dificil derivatizacdo (hidrocarbonetos, por exemplo),
facilmente racemizaveis ou que apresentam algum tipo incomum de quiralidade (SILVA

JUNIOR et al., 2006).

2.4.2. Fases estacionarias quirais (FEQ)

Nas ultimas décadas, o numero de fases estaciondrias quirais (FEQs) disponiveis para a
separacdo de enantidmeros tem crescido consideravelmente (ANDERSSON; ALLENMARK,
2002; ROSA, 2005). No entanto, ndo existe uma fase estaciondria quiral universal capaz de
solucionar todos os problemas de separagdo, mas sim, diversas fases com diferentes principios de
separacdo (COLLINS et al., 2006). Dependendo do reconhecimento quiral que exibem durante o
processo de separacdo, podem ser classificadas como: fases protéicas, fases com cavidades

27



quirais, fases do tipo Pirkle, fases por troca de ligante e fases baseada em polissacarideos

(SILVA JUNIOR, 2003; COLLINS et al., 2006).

Fases protéicas

Muitos dos compostos quirais naturais envolvendo proteinas, peptideos e aminodcidos sdo
capazes de interagir enantiosseletivamente com moléculas quirais, o que possibilitou o
desenvolvimento de uma grande quantidade de FEQs a partir da imobilizacdo de moléculas
protéicas em suporte de silica. A literatura relata FEQs desenvolvidas a partir da imobilizagdo de
soro de albumina bovina (SAB) ou humana (SAH), glicoproteinas &cidas (o;-AGP) e
ovomucoéides (OVM), as quais exibiram elevado reconhecimento quiral para compostos acidos e
basicos (FRANCOTTE, 1994).

Esta classe de FEQs normalmente opera sob condi¢des de fase reversa e as separacdes dos
enantidmeros sdo conduzidas por interacdes eletrostdticas e hidrofébicas, fatores estéricos,
ligacdes de hidrogénio e interacdes de transferéncia de carga (COLLINS et al., 2006). A presenca
de diferentes tipos de sitios de interacdo altamente estereosseletivos torna a FEQ protéica muito
versatil, porém, sua capacidade de carga € baixa devido ao nimero limitado destes sitios de
ligacio (FRANCOTTE, 1994). E vilido ressaltar que pequenas variagdes na composicdo da fase
moével podem causar alteragdes reversiveis nas moléculas protéicas o que, consequentemente,
acabam causando ativacdo e desativacdo das regides de interacdo e influenciando as
caracteristicas da enatiosseparacdo (COLLINS et al., 2006).

As fases protéicas sdo de elevado custo e de manuseio delicado. Além disso, devido a sua
baixa capacidade de carga, sdo invidveis em processos de separacdo quiral que envolvam escala

preparativa (SILVA JUNIOR, 2003).

Fases com cavidades quirais

Fases estaciondrias do tipo cavidade quiral possuem mecanismo de reconhecimento quiral

baseado na complexacdo de inclusdo estereoespecifica de uma molécula do soluto em uma
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molécula de cavidade orientada, relativamente grande, que € ligada a fase estaciondria (SILVA
JUNIOR, 2003).

Nesta classe, tem-se como destaque as ciclodextrinas (CD) como seletoras quirais. As
ciclodextrinas sdo moléculas ciclicas de oligossacarideos quirais de origem natural, com forma
similar a de um cone truncado, consistindo de seis, sete e oito unidades de glicose, as quais sdo
denominadas de a, B e y-CD, respectivamente e que sdo comercialmente disponiveis (BONATO;
JABOR, 2005). O didmetro e o volume da cavidade variam com o nimero de unidades de
glicose no anel da CD. O tamanho da cavidade e o substituinte nas ciclodextrinas sio
determinantes na capacidade de complexacdo da molécula quiral desejada (FRANCOTTE, 1994).
Sua cavidade interna € relativamente hidrofébica, enquanto que as bordas da cavidade sdo
hidrofilicas, devido a presencga de grupos hidroxilas primarios e secundarios.

Para que ocorra o reconhecimento quiral, pelo menos uma parte da molécula hospede
deverd entrar adequadamente na cavidade da CD. O complexo de inclusdo formado pode ser
estabilizado por interacdes secunddrias especificas entre a parte da molécula do soluto que ficou
para fora da cavidade e os grupos hidroxilas ou outros grupos funcionais da borda da CD,
principalmente por interagcdes como ligagdes de hidrogénio. Outras interagdes incluem as
interacdes hidrofébicas, dipolo-dipolo e de transferéncia de carga (BONATO; JABOR, 2005).

A B-ciclodextrina (B-CD) (Figura 10) € a estrutura mais aplicada, visto que seu arranjo
ciclico eleva as cavidades quirais nas quais moléculas de diferentes estruturas podem ser
complexadas (CABRERA; LUBDA, 1994; SILVA JUNIOR, 2003). As fases estaciondrias
quirais baseadas em ciclodextrinas sdo preparadas pela imobilizagdo das mesmas em estruturas
poliméricas ou em silica gel. Estas fases estaciondrias mostraram bom desempenho em
separacOes analiticas e preparativas. As aplicagdes preparativas foram implantadas em polimeros
obtidos por ligagOes cruzadas de ciclodextrinas com bis(epoxipropil) etilenoglicol e nos materiais

de silica modificada Cyclobond I e ChiraDex (FRANCOTTE, 1994).
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Figura 10. Estrutura quimica das f-ciclodextrinas. (BONATO; JABOR, 2005).
Fases do tipo “PIRKLE”

As fases do tipo “Pirkle” sdo preparadas a partir de moléculas quirais sintéticas,
geralmente aminodcidos modificados, covalentemente ligadas a superficie do suporte
(LOURENCO et al., 2010). Os seletores quirais empregados nesta fase possuem unidades
aromdticas que desempenham papel fundamental na formacdo dos complexos
diastereoisoméricos entre a fase estaciondria € os enantiomeros da mistura racémica. Além da
interacdo m-m, estas FEQ também podem interagir através de ligacdes de hidrogénio, interacao
dipolo-dipolo e estérica (ALI et al., 2006).

Esta classe de fase estaciondria pode ser dividida em trés tipos, diferenciada pelas
unidades aromdticas presentes em sua estrutura quimica: as w-dcidas (com grupos aceptores de
elétrons), adequadas para separar enantiomeros contendo grupos doadores de elétrons w; as z-
bdsicas (com grupos doadores de elétrons), que discriminam compostos que possuem grupos
receptores de elétrons m; e as « dcido-base, tteis na resolucdo quiral de compostos com grupos
aceptores e/ou doadores de elétrons m (WELCH, 1995). Estas diferentes FEQs sdo utilizadas no
modo normal de elui¢do, apesar de apresentarem poder de discriminagdo quiral no modo reverso
(LOURENCO et al., 2010).

As fases m-dcidas foram empregadas na separacdo de compostos aromdticos, dcidos
arilpropionicos e arilsuccinamidas (FELIX; BERTHOD, 2007). Neste tipo de fase aceptora de

elétrons, destaca-se a fase 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina (Figura 11a) caracterizada pela eficiente
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separacdo de diversas classes de compostos quirais, tais como sulféxidos, aminas, aminodcidos,
lactonas, hidroxidcidos e mercaptanas (LOURENCO et al., 2010). Com relacdo as fases m-
basicas, estas exibem enantiosseparacdao para alcodis, aminodcidos e aminas (FELIX;
BERTHOD, 2007). Um exemplo de FEQ doadora de elétrons é a derivada de naftilalanina
(Figura 11b) constituida por um anel naftaleno em sua estrutura quimica (WELCH, 1995).

Uma das fases mais eficientes é a Whelk-O® 1 (Regis Technologies), caracterizada como
n 4cido-bdsico (Figura 11c) (PIRKLE; WELCH, 1984). Essa FEQ mostrou excelente
enantiosseletividade na separagdo de misturas racémicas de derivados cetdnicos, alcodis,
flavonas, epoxidos e sulféxidos (CLEVELAND, 1995).

E vilido ressaltar que todas estas fases apresentadas sio comercialmente disponiveis tanto
para separagdes analiticas quanto para separacOes preparativas de enantiomeros (FRANCOTTE,

1994).
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Figura 11. Estruturas quimicas das fases estaciondrias do tipo  “Pirkle”.

a) 3,5-dinitrobenzoilfenilglicina, b) naftilalanina e c) (S,S) Whelk-O°®1. (Lourenco et al., 2010).
Fases por troca de ligantes

O principio basico da cromatografia de troca de ligantes € a coordenacdo reversivel de
solutos quelantes com um fon metdlico que estd complexado com um seletor quiral, formando

complexos terndrios seletor quiral/ fon metélico/ soluto quiral (Figura 12) (SILVA JUNIOR,
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2003; LOURENCO et al., 2010) Estes complexos diasteroisoméricos sdo estabilizados por
interacdes dipolo-dipolo, estéricas e ligacdes de hidrogénio (LOURENCO et al., 2010).

Esta classe de FEQ torna-se util para a resolug¢do quiral de solutos que apresentam dois ou
trés grupos funcionais doadores de elétrons (hidroxila, amino e carboxilicos), tais como
aminodcidos, peptideos, aminoalcodis e hidroxidcidos. Os fons metdlicos preferencialmente
escolhidos sdo Cu** e Ni** e os seletores quirais incluem aminodcidos ciclicos como prolina e
hidroxiprolina, aminodcidos contendo enxofre derivados da cistina e penicilina (SILVA JUNIOR,
2003; LOURENCO et al., 2010).

Embora as fases do tipo troca de ligantes estejam presentes no mercado, desenvolvidas e
comercializadas por grandes empresas do ramo, tais como a Daicel Chemical Industries e
Phenomenex, as mesmas apresentam aplicacdes restritas quando comparadas as demais fases
estaciondrias quirais, visto que conseguem separar um numero limitado de compostos quirais
(KURGANOV et al., 1994).
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Figura 12. Complexac¢ao terndria estereosseletiva (SILVA JUNIOR, 2003).
2.4.3. Fases estacionarias polissacaridicas
24.3.1. Consideracoes gerais

Dentre as indmeras fases estaciondrias aplicadas para a separacdo de compostos

opticamente ativos, as fases baseadas em polissacarideos alcangaram grande repercussao na area
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da resolugdo quiral, justamente por exibirem maiores seletividade, sensibilidade e
reprodutibilidade (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007). A aplicacdo de polissacarideos em separacdes
quirais tornou-se assunto de vdrios trabalhos cientificos de revisio (CHANKVETADZE, 2003;
NISHI, 2003; ABOUL-ENEIN; ALIL 2003; YAMAMOTO; OKAMOTO, 2003).
Zhang et al., (2005) reportou que as fases estaciondrias polissacaridicas sdo responsaveis pela
separacdo quiral de mais de 95% de racematos utilizando-se técnicas cromatograficas.

Esta classe de fases estaciondrias pode ser preparada por métodos de recobrimento,
voltados a adsor¢do dos seletores quirais em suportes adequados, geralmente em silica-gel (ALI;
ABOUL-ENEIN, 2007) ou por métodos de imobilizacdo, caracterizados pela presenca de ligacdo
covalente direta do seletor quiral ao suporte ou pela reticulacdo do polissacarideo, previamente
imobilizado em suporte, por ligacdes intercruzadas. Alguns métodos de imobilizacdo combinam
ambas as estratégias (LOURENCO et al.,, 2010). Neste método, antes de se iniciar o
procedimento de imobilizacdo, faz-se necessario definir, teoricamente, os sitios de ligacdo entre a
FEQ e o suporte de silica-gel (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007).

Apesar das FEQs imobilizadas apresentarem maior estabilidade e ser aplicadas a uma
ampla faixa de solventes, a enantiosseletividade que apresentam, em geral, € menor perante as
FEQs preparadas por recobrimento, conforme reportado por diversos trabalhos cientificos
disponiveis na literatura (OKAMOTO et al., 1987; YASHIMA et al., 1994; OLIVEROS et al.,
1995; OLIVEIROS et al., 1998; KUBOTA et al., 2001). A causa provavel deve-se a ligeira
mudanca ou deterioracdo das configuracdes estereoespecificas destas fases que ocorrem durante o
procedimento de imobilizacdo. Normalmente, as FEQs imobilizadas sdo quimicamente ligadas a
silica-gel através de grupos hidroxi dos polissacarideos, o que pode provocar alteracdes
estruturais e configuracionais destes polimeros, resultando na diminui¢do da capacidade de
reconhecimento quiral (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007).

Portanto, na maioria das FEQs disponiveis comercialmente e aplicadas em separagdes
quirais, os derivados de polissacarideos encontram-se recobrindo as particulas de silica usadas
como suportes. Se por um lado, t€ém-se ganhos na enantiosseletividade, por outro, limita-se a
selecdo dos componentes da fase mdvel a alguns solventes compativeis, nos quais os derivados

nao sdo soldveis (BONATO; JABOR, 2005).
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Atualmente, encontram-se disponiveis no mercado mundial, mais de 20 fases
estaciondrias derivadas de polissacarideos como a celulose e a amilose, desenvolvidas pelo
método de recobrimento (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007). Importantes empresas do ramo de
separagdes quirais, tais como a Daicel Chemical Industries®, Phenomenex® e, mais recentemente,
a Kromasil® comercializam colunas cromatogrificas quirais recheadas com tais fases

estaciondrias.

2.4.3.2. Breve relato sobre a fase estacionaria

Os polissacarideos in natura sao capazes de discriminar enantidomeros e resolver misturas
racémicas. Entretanto, as suas habilidades de reconhecimento quiral ndo sio suficientes para
aplicagdo como FEQ em cromatografia liquida (OKAMOTO et al., 1984). Por outro lado, sdo
facilmente convertidos a uma variedade de derivados, criando novos sitios para o reconhecimento
quiral (BONATO; JABOR, 2005; LOURENCO et al., 2010).

O primeiro derivado de polissacarideo largamente utilizado, desenvolvido por Hesse e
Hagel em 1973 foi o triacetato de celulose (CTA-I), preparado por acetilagdo da celulose
microcristalina em benzeno (HESSE; HAGEL, 1973). Esta fase quiral apresentou boa habilidade
de separacdo enantiosseletiva e foi usada para a separacdo de muitos compostos alifaticos e
aromaticos (BRASCHKE, 1986; FRANCOTTE, 1994). Posteriormente, Okamoto e
colaboradores (OKAMOTO et al., 1984), desenvolveram outro tipo de fase estaciondria,
adsorvendo triacetato de celulose em particulas de silica macroporosa, cuja capacidade de
reconhecimento quiral apresentou-se completamente distinta da fase desenvolvida por Hesse e
Hagel, sendo observada a inversdo na ordem de elui¢do de enantiomeros (ICHIDA et al., 1984).

Desde entdo, inimeras outras fases foram preparadas pelo grupo de Okamoto, baseadas
em tris-benzoatos, tris-fenilcarbamatos e tris-benzilcarbamatos de polissacarideos adsorvidos em
particulas de silica macroporosa (geralmente modificadas com grupos aminopropil). O suporte de
silica proporcionou a resisténcia mecanica necessdria para a obtencdo de colunas mais eficientes
e estdveis perante as modificacoes na composicdo da fase movel (BONATO; JABOR, 2005).

Algumas dessas FEQs sdo disponiveis comercialmente, como apresentado na Tabela 1. Esta
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evolugdo € atribuida principalmente a necessidade de se obter formas enantioméricas opticamente
puras de compostos quirais biologicamente ativos (FRANCOTTE, 1994).

Uma variedade de polissacarideos tais como dextrana, inulina, quitosana, quitina e xilana
foram eficientemente derivados e usados como seletores quirais para a separacdo de diferentes
classes de compostos quirais. Contudo, as fases estaciondrias derivadas de amilose e celulose
apresentaram os melhores resultados devido a configuracdo favordvel as quais estes polimeros
exibem frente a enantiosseparagdao (ALI; ABOUL-ENEIN, 2007). Estudos de mecanismo de
discriminacdo quiral, ancorados em dados cromatograficos, espectroscopicos (ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massas) e cdlculos computacionais sugerem que 0S
derivados de celulose ¢ amilose apresentam uma estrutura de “calha” helicoidal com os grupos
carbamatos e benzoatos localizados em seu interior € os grupos arométicos hidrofébicos
localizados mais externamente. A resolucdo quiral depende do ajuste dos enantidmeros nesta
“calha” do polissacarideo e da interagdo com os grupos carbamatos ¢ benzoatos (BONATO;

JABOR, 2005).

Tabela 1. Fases estaciondrias baseadas em polissacarideos mais utilizadas para separagdes nas

escalas semi-preparativa e preparativa

FASE ESTACIONARIA NOME COMERCIAL
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose Chiralcel® OD
Tris(4-metilbenzoato) de celulose Chiralcel® OJ
Tribenzoato de celulose Chiralcel® OB
Tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose Chiralpak® AD
Tris[(S)-feniletilcarbamato] de amilose Chiralpak® AS

Fonte: Adaptado de (SILVA JUNIOR, 2003).
Dentre as FEQs baseadas em fenilcarbamatos, as fases tris-(3,5-dimetilfenilcarbamato) de

celulose e amilose (Figura 13) (OKAMOTO et al., 1984; YASHIMA; OKAMOTO, 1995;
OKAMOTO; IKAI 2008) sao as mais estudadas e utilizadas devido a elevada estabilidade e a
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grande capacidade de discriminagdo e resolucdo de uma ampla variedade de compostos quirais
que apresentam (LOURENCO et al. 2010).

Nestes derivados, os enantidmeros podem interagir através de ligacdes de hidrogénio com
os grupos —(NH) e -(C=0) da fase estaciondria, além de interacdes dipolo-dipolo com os grupos
—(C=0). Yashima et al., (1994) concluiu que os grupos —(NH) e —(C=0) sdo os sitios de ligacdes
mais importantes destas fases estaciondrias. Interagcdes m-m do grupo fenil da fase estacionaria
com grupos aromdticos de racematos também podem ocorrer (BONATO; JABOR, 2005; ALIL
ABOUL-ENEIN, 2007; LOURENCO et al.,2010). Ali e Aboul-Enein (2002) observaram que as
interagdes do tipo m-m sdo forcas de ligagdo importantes para a resolugdo quiral de racematos
aromdticos. A capacidade de enantiosseparacdo nos derivados tris-fenilcarbamatos € fortemente
influenciada pela posi¢do e natureza dos substituintes, tais como metil, etil, halogénios ou NO,,
nos grupos fenila. Geralmente, a introdu¢do de um grupo doador (metil) ou aceptor (halogénios)
de elétrons nas posi¢des 3 e 4 melhora a resolucdo de muitos racematos (BONATO; JABOR,

2005).
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Figura 13. Fases estacionarias derivadas de fenilcarbamatos de amilose e celulose: (1a) tris(3,5-

dimetilfenilcarbamato) de amilose e (2a) tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) de celulose.
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Embora as FEQs de polissacarideos apresentem grande aplicabilidade na resolucdo de
misturas enantioméricas com vdrias estruturas quimicas, alguns solventes cromatograficos como
o tetrahidrofurano (THF), acetato de etila, acetona, cloroférmio, dimetilsulféxido (DMSO),
diclorometano e tolueno ndo podem ser usados como fases méveis, uma vez que podem

solubilizar o seletor quiral adsorvido na silica (LOURENCO et al., 2010).

2.5. Isotermas de adsorc¢ao

2.5.1. Consideracoes gerais

As isotermas de adsorcdo descrevem quantitativamente a distribuicdo de equilibrio de um
soluto entre as fases estaciondria e mével envolvidas no processo cromatografico sob uma ampla
faixa de concentracdo (JACOBSON et al., 1984; LIM et al, 1995). Sao consideradas como
ferramentas fundamentais voltadas a modelagem de processos de separacdo em cromatografia
liquida (SEIDEL-MORGENSTERN; GUIOCHON, 1993).

Sob condi¢des de sobrecarga, as isotermas de adsor¢@o apresentam comportamento nao-
linear. O desvio da linearidade deve-se a vérias razdes, principalmente relacionadas a saturacdo
ou heterogeneidade da superficie ou as interacdes soluto-soluto na camada liquida e/ou préxima a
superficie do adsorvente (JAMES et al., 1999). Em cromatografia linear, efeitos de dispersao
axial e os processos de transferéncia de massa sdo os principais responsaveis pelo grande
alargamento dos picos cromatogréficos, ao passo que, em cromatografia preparativa, estes efeitos
sdo menos importantes. Assim, o conhecimento da isoterma frequentemente contribui para
explicar o mecanismo de retencdo e pode ajudar a propor rotas visando melhorar a separacgao,
predizer a taxa de produgdo e, at€é mesmo, a extensdo da purificacdo. Logo, sdo de interesse
particular para separacdes enantioméricas (MIHLBACHLER et al., 2002) e tem atraido, de fato,
considerdvel atencao da industria farmacéutica (JAMES et al., 1999).

Diversos métodos experimentais para a determinacdo de isotermas de adsorcao para um
unico componente ou para multicomponentes (isotermas competitivas) sdo reportadas na
literatura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Esses métodos podem ser classificados em
estdticos, que utilizam informacdes no estado de equilibrio e nao analisam a curva
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concentracdo-tempo; e dindmicos, baseados em andlise matemdtica da curva resposta que
correspondem as mudancas bem definidas das concentracdes na entrada da coluna cromatografica
ao longo do tempo (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Devido a lentiddo, incertezas para se alcancar o equilibrio e a grande quantidade de soluto
e adsorvente requerida para medidas precisas, os métodos estiticos sao pouco utilizados
(JACOBSON et al., 1984). Entao, ao longo dos dltimos 50 anos, foram desenvolvidos diversos
métodos dinamicos, dedicados a cromatografia, visando maior eficiéncia e precisdo para medidas
de isotermas (JAMES et al., 1999). Dentre estes métodos estdo incluidos a Andlise Frontal (AF),
Andlise Frontal por Pontos Caracteristicos (AFPC), Eluicdo por Pontos Caracteristicos (EPC) e
Meétodos de Perturbagcdo (MP).

Através de comparacdes experimentais e revisOes reportadas na literatura (LAUB;
PECSOK, 1978; CONDER; YOUNG, 1979; GUIOCHON et al., 1994) observou-se que os
métodos AF, EPC e AFPC s@o os mais convencionais para a determinacdo de isotermas de
adsor¢do. Contudo, os métodos EPC e AFPC sdo utilizados apenas para a determinacdo de
isotermas monocomponente, ao passo que, o método AF pode ser aplicado para a determinacao
de isotermas mono e multicomponentes, sendo, portanto, o método mais utilizado para obtencao
de dados de equilibrio de adsor¢do competitiva (JACOBSON et al., 1987; GUIOCHON et al.,
1994; FELINGER et al., 2003; ZHOU et al., 2003).

2.5.2. Método da analise frontal (AF)

Entre os varios métodos cromatograficos disponiveis para se determinar isotermas de
adsorc¢do, a andlise frontal é o mais comumente utilizado pela sua acuricia e relativa simplicidade
(MIHLBACHLER et al., 2002).

No método, a solucdo contendo uma concentracdo conhecida da mistura em estudo é
continuamente alimentada na coluna até que se atinja a saturacdo completa. Ao se atingir o estado
de saturacdo (condicdo de equilibrio), uma nova solu¢do de concentracdo mais elevada e
conhecida € alimentada na coluna até que uma nova condi¢do de equilibrio seja alcancada. Esse

z

procedimento € repetido sucessivas vezes gerando sucessivas curvas de ruptura; cada curva
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corresponde a um ponto experimental na isoterma de adsor¢ao competitiva (JACOBSON et al.,
1987; GUIOCHON et al., 1994; SILVA JUNIOR, 2006).

Para misturas bindrias, a curva de ruptura possui duas ondas separadas por um platd
intermedidrio na etapa de adsorcdo (Figura 14), cuja largura diminui com o aumento da
concentracdo de ambos os componentes na fase mével (BURGER et al., 2000; SUN et al., 2001).
Se a condi¢do inicial para a curva de ruptura é que a coluna esteja em equilibrio com a fase
movel, apenas o enantiomero menos retido € eluido durante este plato intermedidrio. Geralmente,
a concentragao do soluto menos retido no platd intermedidrio € maior que a sua concentracao na
alimentacdo. Na etapa de dessor¢do da curva de ruptura, também pode ser possivel a observacao
de um platd caracteristico intermedidrio correspondente ao enantidomero mais retido
(MIHLBACHLER et al., 2002; SILVA JUNIOR, 2006).

Os dados experimentais da isoterma de adsor¢cdo podem ser determinados através de
balancos de massa, representado pela Equacgao (18) (MIHLBACHLER et al., 2002; JACOBSON
etal., 1987).

2" b Cbi_Cai 2 Th Ci_Cai
qi=(t 1 )(C,, ,L(t 1)(C, i) (18)

em que g; corresponde a concentracdo do soluto i na fase estaciondria; #,, a0 tempo morto do
sistema € f; e f; aos tempos de retencdo da primeira e segunda frentes de adsorcdo,
respectivamente; V4, representa o volume de adsorvente presente na coluna; C,; corresponde a
concentracdo do soluto i na alimentacdo da coluna; Cp; corresponde a concentracao do soluto i
no platd superior (posterior a segunda frente de adsor¢do); e C,; refere-se a concentragdo do
soluto 7 no platd intermedidrio.

A determinagdo dos pontos da isoterma de adsor¢ao pode, também, ser realizada seguindo
os principios do método de andlise frontal na regido posterior da curva de ruptura, seguindo a

Equacgdo (19) MIHLBACHLER et al., 2002; SARTOR, 2006)

q, = (t3 _to)(cb,i _Cu,i) + (IS —1, )(vai _Cﬂvi) (19)
Vads
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em que, agora, 13 € ty sdo os tempos de retencdo da primeira e da segunda frente de dessorcao,

respectivamente.

1 ~
A Etapa de adsor¢io < i_> Etapa de dessor¢do

Plato
<

superior

Plato
intermediario

Concentracao na fase mével
g

~
Cdd

t t t, Tempo

Figura 14. Curva de ruptura para uma mistura bindria: indicacdes dos tempos de retencdo das
frentes de adsorcdo e das concentragdes durante eluicdo para uma concentra¢do de alimentacio
conhecida. Adaptado de SARTOR (2006).
2.5.3. Modelos de isotermas de adsorcao

Modelo Linear

Para baixas concentracdes dos solutos presentes na fase movel, o equilibrio de adsorcao
pode ser representado por uma relacdo linear entre as concentracdes nas fases estaciondria e

movel, através da expressao (SARTOR, 2006):

q;, = He,C, (20)
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em que g; € a concentragdo do soluto i adsorvido na fase sélida; C; a concentragdo do soluto i na

fase liquida; e He; refere-se a constante de Henry.
Modelo de Langmuir Competitivo

O modelo de Langmuir competitivo (1916) considera que o processo de adsor¢do ocorre
na superficie composta por um ndmero fixo de sitios ativos de adsor¢do de igual energia, a qual
apenas uma unica molécula pode ser adsorvida por sitio até que seja alcancada a cobertura da
monocamada (JAMES et al,, 1999) O modelo baseia-se nas premissas de que a superficie do
adsorvente é homogénea e que as moléculas adsorvidas ndo interajam entre si (DO, 1998). A

equacgdo que o descreve € dada por:

b,C, He,C,

= ; i=AB (21)
1+»,C, +b,C, 1+b,C, +b,C,

qi ZQS

em que ¢; corresponde a concentracdo do soluto i adsorvido na fase solida; g, refere-se a
capacidade de saturacdo da monocamada do adsorvente; e b; representa a constante de equilibrio
de adsor¢do. A constante de Henry (He) para o soluto i € igual ao produto (¢g;.b;). Os solutos sdao
representados pelos subscritos A e B.

O modelo € freqiientemente aplicado nos estudos de equilibrio solido-liquido nao-linear,
embora seja muito simples para descrever o processo de adsorcdo em fases estaciondrias quirais
(FELINGER et al, 2003; GRITTI; GUIOCHON, 2003). Sua grande vantagem reside no
pequeno numero de parametros requeridos e na simplicidade de sua dedugdo (CAVAZZINI et al.,

2002).

Modelo Bi-Langmuir Competitivo

A isoterma do tipo Bi-Langmuir competitiva torna-se apropriada para descrever o
mecanismo de retencdo misto em separacdes quirais (ZHOU er al., 2003; FELINGER et al.,
2003). O modelo assume que a superficie do adsorvente € recoberta por dois diferentes tipos de
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sitios ativos: os ndo-seletivos, os quais retém ambos os enantidmeros com a mesma energia de
adsor¢do; e os enantiosseletivos, que interagem diferentemente com estes dois enantidmeros,
ligando-se a eles com diferentes energias e, portanto, responsdveis pela separagdo quiral
(ZHANG et al., 2006).

Embora os sitios ndo-seletivos contribuam para a retencdo de ambos os enantiomeros,
estes ndo apresentam seletividade para um ou outro componente. L.ogo, a capacidade de saturacao
e a constante de equilibrio sdo idénticas para o par enantiomérico. Com relagdo aos sitios
seletivos quirais, enquanto a capacidade de saturacdo frequentemente apresenta-se igual ou muito
proxima para ambos os enantidmeros, as constantes de equilibrio diferem significativamente
(GUIOCHON et al., 1994; ZHOU et al., 2003; FELINGER et al., 2003).

A equacdo que descreve a isoterma Bi-Langmuir para o comportamento competitivo de

dois enantidmeros pode ser expressa como (ZHANG et al.,2006):

qn.vbns iCi qsb\“ iCi
= : + — ;
1+b,,(C,+Cy) 1+b ,C,+b ,Cy

q, i=A,B (22)

ns,i

em que ¢; ¢ a concentragdo do soluto i adsorvido na fase estaciondria; b,;; € a constante de
equilibrio de adsorcdo do soluto i nos sitios ndo-seletivos; by; € a constante de equilibrio de
adsorcdo do soluto i nos sitios enantiosseletivos; ¢, representa a capacidade de saturacdo dos
sitios ndo-seletivos; e g, a capacidade de saturacdo dos sitios enantiosseletivos do adsorvente. Os
subscritos A e B correspondem aos enantiomeros (solutos) menos e mais retidos,

respectivamente.

Modelo de Langmuir Competitivo Modificado

Este modelo, representado pela Equacdo (23), é um caso particular do modelo de
Langmuir competitivo e tem se mostrado adequado para descrever a adsorcdo em fases
estaciondrias quirais (SILVA JUNIOR, 2006). Na equacao, h refere-se ao parametro linear, g a
capacidade de saturacdo da monocamada do adsorvente (fase estaciondria) e b; a constante de

equilibrio de adsor¢do (ZHANG et al., 2003; RODRIGUES et al., 1995). A adsortividade (y;) €
42



dada pelo produto (g;.b;), enquanto que a constante de Henry (He) pode ser definida como a soma

dos parametros & e v;, MAZZOTTI et al., 1997).

b,C,

. i=A,B 23
15 b,C, +b,C, 29

q; =hC, +

Vale ressaltar que o termo linear da equagao estd relacionado com os sitios nao-seletivos
da fase estaciondria quiral, ao passo que o termo nao-linear compreende aos sitios de adsorcdo

enantiosseletivos (NICOUD; SEIDEL-MORGENSTERN, 1996).
2.5.4. Analise termodinamica de adsorc¢ao

Como descrito anteriormente, a separacdo direta de enantidmeros, por cromatografia
liquida, deve-se a formagdo de complexos diastereoisoméricos transitorios, obtidos a partir de
interacOes intermoleculares com o seletor quiral da fase estaciondria. O processo de formacao,
para os enantiomeros R e S, pode ser caracterizado por parametros termodinamicos (LEHOTAY
et al.,, 2004).

As variacOes na energia livre de Gibbs (AG), durante a transferéncia do soluto entre as

fases movel e estaciondria, podem ser expressas pela Equacao (24).

AG = AH —TAS = —RT 1n(f) (24)
7

em que k é o fator de reten¢do do soluto, ¢ € a proporcdo de fases na coluna (razdo entre os
volumes de fase estaciondria e fase mdvel), R é a constante universal dos gases ideais, e T a
temperatura absoluta. AH e AS referem-se a variacio de entalpia e entropia, respectivamente.
Expressando a energia livre de Gibbs de acordo com as mudangas nos pardmetros
termodindmicos entalpia e entropia, o fator de retencdo passa a depender da temperatura,

conforme descrito pela Equacdo (25).
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nk=-2H A5 0 (25)
RT R

Aplicando-se o método de vant Hoff, uma correlacdo linear pode ser obtida, fazendo-se
um grafico da variag@o de In k em fun¢do de (1/7), cuja inclinacdo e interse¢do da reta fornecem
os valores de (AH / R) e [(AS / R) + In ¢], respectivamente. O comportamento linear sera
obedecido desde que ndo haja alteracdes de conformacdo da fase estaciondria (ROSA, 2005).
Graficos nao-lineares sdao obtidos para fases estaciondrias que apresentam superficies
heterogéneas ou que sofram mudancas devido a temperatura (DIAS, 2007).

Os valores negativos de AH indicam que os enantidmeros encontram-se na fase
estaciondria quiral, por ser uma condi¢do energeticamente favordvel; ao passo que, valores
negativos de AS indicam um aumento na desordem do sistema cromatogréfico (fase estaciondria/
fase mével/ enantidmeros) com os enantidmeros sendo transferidos para a fase estaciondria quiral
(SILVA Jr. et al., 2009).

Maiores informagdes sobre o processo de discriminagdo quiral podem ainda ser obtidas
através de andlises dos parametros de Gibbs-Helmholtz [A(AH) e A(AS)], visto que separagcdes
cromatogréaficas quirais sdo determinadas pela diferenca de energia livre de adsorcdo AAG dos
enantiomeros (SILVA Jr. et al, 2009). As diferencas entre as energias livres podem ser

calculadas levando-se em consideracdo o fator de separacdo («), a partir da Equacgao (26).

_AAG) __AH) | AAS)
RT  RT R

Ina = (26)

Na Equagdo (26), os termos A(AG), A(AH) e A(AS) representam as diferencas de AG, AH
e AS para um dado par de enantidmeros, respectivamente. Vale ressaltar ainda que o termo
A(AG) ¢ responsdvel pela maior retengdo do segundo enantidmero na fase estaciondria quiral
(BERTHOD et al., 2004).

Em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a enantiosseparacdo ¢é mais
influenciada, na maioria dos casos, pelo termo entdlpico (AH), isto porque os experimentos sao

geralmente realizados a temperaturas relativamente baixas. A interacdo dos enantidmeros com o

44



sistema cromatografico conduz a valores negativos de A(AH) e A(AS), indicando, de fato, que ha
transferéncia do soluto da fase movel para a fase estaciondria (SILVA Jr. et al., 2009). Como
esses parametros termodinamicos sdo acessiveis, sdo freqiientemente usados para prover
informacdes do sistema de separacdo. Se a dependéncia de In (a) em fun¢do de (1/T) € linear
com inclinagdo igual a A(AH)/R e para In (k) o intercepto ¢ A(AS)/R, entdo se pode assumir que:
(i) as variagdes de entalpia (AH) e entropia (AS) sdo independentes da temperatura; os
enantidmeros interagem com o seletor quiral através de mecanismo associativo simples; e o
equilibrio de solvatacdo-dessolvatacdo ndo encobre o processo de associacdo de enantiomeros
com a fase estaciondria quiral (ROSA, 2005).

Como citado acima, a enantiosseletividade, expressa por A(AG), € principalmente
influenciada por A(AH) a baixas temperaturas. Com o aumento da temperatura, o termo entalpico
serd mais compensado pelo termo TA(AS). Para uma dada temperatura tem-se que A(AG) € nulo e
os enantiomeros nao sdo separados (o = 1). Essa temperatura ¢ definida como temperatura de

isoenantiosseletividade (7},) € pode ser determinada pela Equacdo (27).

_ A(AH)
" A(AS)

27)

Acima da temperatura de isoenantiosseletividade, a ordem de elui¢cdo dos enantiomeros
pode ser alterada e a enantiosseletividade ¢ dominantemente influenciada pelo termo entrépico
(LEHOTAY et al., 2004). Entretanto, para a maioria dos enantidmeros, a 7Tj5, € muito maior que a
faixa de temperatura de trabalho. Portanto, o sistema € controlado por efeitos entédlpicos e a

ordem de elui¢cdo dos enantiomeros € mantida (SILVA Jr. et al., 2009).

2.6. Sobrecarga da coluna cromatografica

Em cromatografia analitica, a coluna cromatogrifica é operada com solucdes muito
diluidas. Dessa forma, os parametros cromatograficos de adsorcdo geralmente se encontram
dentro da regido linear das isotermas e sdo independentes da massa injetada, sendo os perfis de

concentracdo simétricos e Gaussianos (SCHMIDT-TRAUB, 2005). Quando hd um aumento na
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concentracdo a um volume de injecdo constante ou quando hd um aumento na massa injetada
com variacdo no volume de injecdo, os perfis de concentracio mudam. Essa situacdo ¢é
denominada de sobrecarga na coluna e € caracterizada pelo decréscimo nos coeficientes de
retencao dos solutos, um decréscimo no nimero de pratos ou aumento na altura equivalente a um
prato e uma perda de resolu¢do cromatografica. Do ponto de vista da engenharia, sistemas
operando em sobrecarga sdo nao-lineares, devido a ndo-linearidade das isotermas de adsorc¢ao,
bem como a dispersdo e aos efeitos de transferéncia de massa. Do ponto de vista de quimica
analitica, a sobrecarga da coluna é considerada, por convenc¢do, quando a massa da amostra por
unidade de massa da fase estaciondria causa um decréscimo de 10% no fator de retencdo ou um
decréscimo de 50% no nimero de pratos (SILVA Jr. et al., 2009).

Em outras palavras, a sobrecarga € caracterizada por uma perda de resolu¢io, aumento na
assimetria (efeito de cauda nos cromatogramas) e reducdo nos tempos de retengdo, devido ao
aumento da ndo-linearidade do equilibrio de adsorcao, isto €, a isoterma de adsorcdo possui um
desvio da linearidade, deixando de obedecer a lei de Henry (SILVA Jr. et al., 2009).

Para a otimizacdo da taxa de separacdo de uma determinada substincia em uma coluna
semi-preparativa ou preparativa, é necessario o conhecimento das condi¢des de sobrecarga da
coluna cromatogréafica. Em colunas analiticas, o volume de injecdo ndo deve ultrapassar o valor
de 1% do volume da coluna. Porém, em escala preparativa, essa limitacdo ndo ocorre devido a
elevada taxa de separagdo requerida para essas colunas (ROSA, 2005).

Uma coluna cromatografica pode atingir a condi¢do de sobrecarga quando a amostra é
pouco soluvel na fase mével ou o volume de injecio € elevado para as dimensdes da coluna e
quando se injeta alta concentra¢do da amostra na coluna (ROSA, 2005; DIAS, 2007).

Quando a sobrecarga na coluna € considerada, dois procedimentos podem ser descritos. O
primeiro, sobrecarga de concentracdo, considera o soluto muito solivel na fase mével e €
realizado com volume de inje¢do constante de solu¢des com concentragdes crescentes. Com o
aumento da concentracdo da solucdo injetada, espera-se que os picos cromatograficos sejam
distorcidos, podendo ocorrer o aumento da cauda. O segundo tipo de sobrecarga, sobrecarga de
volume, considera o soluto com solubilidade baixa ou até intermediaria na fase moével. Partindo-
se de uma solugdo concentrada, preparada para a faixa de solubilidade do soluto na fase mével,
volumes crescentes da mesma solucdo sdo injetados no sistema cromatografico. O aumento do
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volume de injecdo, dentre outros fatores, como a for¢a do sorvente usado para a diluicdo, pode
resultar na deformacgdo do pico. Os picos cromatograficos tendem a forma simétrica e a partir de

um certo volume de injecdo sua altura pode manter-se constante (MACHERY-NAGEL, 2000).
2.7. Modelagem matematica da coluna cromatografica quiral

O comportamento de um sistema cromatografico é governado por trés fendmenos bdsicos

(SCHMIDT-TRAUB, 2005; SCHULTE et al., 1997):

. a termodinamica de adsor¢do, descrita pelas isotermas de adsorcdo, as quais fornecem a
concentracdo do soluto na fase moével, quando o equilibrio € atingido, a uma dada
temperatura;

. a hidrodindmica da coluna cromatogrdfica, isto é, as propriedades do escoamento através
do meio poroso, que podem ser descritas por uma relacao entre vazao e pressao;

. a transferéncia de massa, em que os diferentes mecanismos do fendmeno podem
contribuir para o alargamento dos picos cromatograficos reduzindo assim a eficiéncia de

separacao.

O balanco de massa diferencial do componente i (i = 1,2) na coluna j € escrito da seguinte

forma, segundo o modelo do equilibrio dispersivo:

+(1-¢ )aq"f v S5y p rC, (28)
a7 ez TR

L

€r

em que C;; e g;; sao as concentragcdes do componente i nas fases liquida e sélida na coluna j,
respectivamente; ¢r € a porosidade total do leito; e Dy corresponde ao coeficiente de dispersdao

axial (HAAG et al., 2001).

Para escrever as equacdes deste modelo, assume-se que (DUAN, 1998):

. o processo no leito fixo para multicomponentes € isotérmico;
. a fase mével € uma solucdo diluida;
. a vazdo da fase movel é constante;
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. o leito é recheado com particulas de adsorvente porosas, esféricas e de tamanho uniforme;
. o gradiente de concentracdo na dire¢do radial do leito é desprezivel;
. o coeficiente de dispersdo axial € constante.

O modelo da forca motriz linear (FML) do sdlido é utilizado para representar o

coeficiente de transferéncia de massa global (k,,) através da coluna:

aqi,j
ot

= km(q:ij _qi,j) (29)

em que q*,-,j ¢ a concentracdo do componente i em equilibrio com C;; (GUICHON; LIN, 2003;
HAAG et al., 2001).
As condi¢Oes iniciais € de contorno, na entrada de cada coluna, correspondem as

condi¢des de Danckwerts, descritas como:

Ci(z,t=0)=¢q,(z,t=0)=0 (30)
C..—D oC., C? (31)
u.C..— =u.C..
J b L az » J
aC, |
-J — O (32)
aZ z=L

As condi¢des de Danckwerts relatam que o fluxo de massa no ponto de injecdo,

oc,
;€00 =Dy —

jé igual ao fluxo de injecd@o na coluna equivalente, u ijj (t). Essas
z=0

condi¢des sao recomendadas quando a eficiéncia da coluna cromatogrifica é baixa, situacio
tipica encontrada em cdlculos numéricos realizados para a separacdo em unidades de leito mével

simulado (GUIOCHON; LIN, 2003).
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2.8. Principios basicos da tecnologia de leito mével

Nos dltimos anos, a cromatografia preparativa tem aumentado sua importiancia como um
processo de separagdo, purificacdo e recuperacdo nas industrias farmacéutica, agroquimica e de
alimentos, em que as técnicas cldssicas como a destilacdo e evaporacdo nao sdo possiveis. Muitas
aplicacdes envolvem a cromatografia preparativa em batelada; contudo, notdveis inovagdes foram
alcancadas gracas ao desenvolvimento da cromatografia continua em larga escala, cujas
vantagens sdo significativas em termos de desempenho do processo (GIOVANNI, 2000; SATOR,
20006).

A cromatografia preparativa, enfocada na tecnologia do leito modvel, caracteriza-se,
atualmente, como uma das mais importantes técnicas de separacido quiral aplicada nas dreas de
biotecnologia, farmacéutica e quimica fina (COX, 2005). O crescente interesse por esta técnica
estd associado a maior produtividade, a0 menor custo de operacdo e a possibilidade em se obter
produtos mais concentrados em tempos relativamente curtos quando comparada a cromatografia
em batelada (FRANCOTTE et al., 1998; SHULTE; STRUBE, 2001). Mesmo para separacdes em
escala de producgdo, em que o baixo custo de operacdo supera o alto custo fixo, o custo global de
separacdo de uma unidade de leito movel torna-se menor perante a cromatografia convencional
(ZHANG et al., 2004).

A idéia basica de um sistema de leito mével € promover um contato contracorrente entre
as fases solida (fase estaciondria) e liquida (fase movel), de modo que a transferéncia de massa,
envolvida no processo, possa ser maximizada. Assim, pode-se obter alta produtividade, baixo
consumo de solvente e um aumento no desempenho da separagcdo, gerando, consequentemente,
uma elevada recuperacao do produto com elevado grau de pureza, mesmo quando a seletividade é
proxima da unidade ou a eficiéncia da fase estaciondria € baixa (TACHIBANA; OHNISHI, 2001;
WANG; WENSLOW, 2003).

Diante deste contexto, serdo abordados nessa se¢do dois sistemas de leito movel para a
cromatografia em escala preparativa: Leito Mével Simulado (LMS) e Leito Movel Simulado com
Comprimento de Zona Varidvel (VARICOL®). Porém, para um melhor entendimento do

principio de funcionamento destes sistemas, tem-se como referéncia um processo equivalente
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denominado Leito Movel Verdadeiro (LMV) (COX, 2005; SARTOR, 2006; SILVA JUNIOR et
al., 2006).

Na operag¢do do LMYV ideal (Figura 15), os fluxos de liquido e sélido estdo em direcdes
opostas e sdo continuamente reciclados, ou seja, o liquido que deixa a se¢d@o 4 € reciclado para a
secdo 1, enquanto que o sélido saindo da secdo 1 € reciclado para a secdo 4. A alimentagdo €
injetada entre as se¢des 2 e 3 e duas linhas de produtos podem ser continuamente coletadas: o
extrato, rico no componente mais retido e, entdo, preferencialmente transportado com a fase
estaciondria (fase solida); e o refinado, contendo o componente menos retido que se move
justamente com a fase mdvel (fase liquida). Com relagdo ao eluente puro, este € injetado
continuamente no inicio da secdo 1 com o liquido reciclado do final da secao 4.

Devido a entrada e saida de quatro correntes (eluente, extrato, alimentacdo e refinado), a
unidade LMV estd dividida em quatro secOes (ou zonas): secdo 1, que se inicia na entrada do
eluente e termina no ponto de retirada do extrato; secdo 2, iniciada apds o ponto de retirada do
extrato e finalizada antes da entrada da alimentacdo; secdo 3, que se inicia com a entrada da

alimentacdo e termina no ponto de retirada do refinado; e, por fim, a secdo 4, que se estende

desde o ponto de retirada do refinado até o ponto de entrada do eluente.

.E SECAOZ

Extrato Alimentagdo
SECAO3

Fluxo de
Liquido

SECAO1

Eluente Refinado

Q SECAO4

Figura 15. Diagrama esquematico de operagdo do sistema leito movel verdadeiro (LMV). (o)
Composto menos retido — refinado; (m) Composto mais retido — extrato. Adaptado de

COX (2005).
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Durante a operagdo do LMV, a vazado de sélido é constante em toda a unidade. Contudo,
devido aos pontos de injecdo e coleta, a vazao de liquido difere de se¢do para secdo, e estas, por
sua vez, apresentam diferentes funcdes. A Figura 16 ilustra as respectivas fungdes de cada se¢@o.

Nas secoes 2 e 3, os dois componentes (A e B) movem-se em direcdoes opostas. O
componente menos retido (A) deve ser dessorvido e transportado com a fase liquida (fase mével),
ao passo que o componente mais retido (B) deve ser adsorvido e transportado com a fase sélida
(fase estaciondria). Considerando que nestas zonas o objetivo € evitar a contaminagdo das
correntes de extrato e refinado, entdo pode-se dizer que as se¢des 2 e 3 correspondem as zonas de
dessorcdo de A e adsorcdo de B, respectivamente. Na se¢do 4, ambos os componentes devem ser
adsorvidos a fim de se regenerar o eluente que serd reciclado para a primeira zona. Como o
componente A € a espécie menos retida, as condi¢des para a adsor¢do deste componente também
possibilita a de espécies mais retidas. Por outro lado, a se¢do 1 caracteriza-se como a zona de
regeneracdo do sélido, cujos componentes A e B podem ser dessorvidos a fim de se obter uma
fase estaciondria livre dessas espécies. Sendo o componente B a espécie mais retida, sua condi¢ao

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

2
¥
v

Recirculacdo de Sdlido

Secdo 1 Secdo 2 Secdo 3 Secdo 4
s s g 1y 1D
> B | A | A

M

v L 4
Eluente Extrato Alimentagio Refinado

Recirculacdo de Liquido

Figura 16. Esquema das quatro se¢des de uma unidade de Leito Mével Verdadeiro (LMV) em
uma separagdo bindria. (A) composto menos retido; (B) composto mais retido. Adaptado de COX

(2005).
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Pode-se perceber que o movimento da fase solida adsorvente faz-se necessdrio, e isto ndo
pode ser realizado na pratica sem considerdvel reducdo de eficiéncia do processo (SARTOR,
2006). A movimentacdo do sdlido leva a erosdao mecanica das particulas e a problemas de atrito,
assim como o desgaste do sistema de separacdo (SILVA et al., 2004; GOMES; RODRIGUES,
2012). Portanto, para vencer estes obstaculos, lanca-se mao do Leito Mével Simulado (LMS),
desenvolvido justamente para manter as vantagens do processo continuo contracorrente sem
introduzir os problemas associados ao movimento da fase sélida (RODRIGUES; PAIS, 2004).

O LMS consiste no arranjo de vdrias colunas de leito fixo (Figura 17) em que o processo
contracorrente entre as fases sélida e liquida é simulado por mudancas periddicas das posi¢oes de
entrada e saida na direcdo do fluxo da fase liquida. Desta forma, a fase sélida ndo se move e
perfis de concentracdo sdo alcancados no interior de cada coluna. Tdo logo os pontos de
alimentacdo e retirada seguem estes perfis, pode-se gerar um estado estaciondrio ciclico em que a
migragdo das frentes de adsorcdo se repete a cada tempo de troca da mesma forma (GIOVANNI,
2000; GOMES; RODRIGUES, 2012).

Na Figura 17 estd esquematizado um sistema cromatografico continuo com 12 colunas,
cuja configuragdo € 3-3-3-3, isto €, 3 colunas por se¢do. Porém, esta configuracdo pode variar
para cada sistema e apresentar ndo necessariamente 0 mesmo nimero de colunas por secdo
(MAZZOTTlI et al., 1997).

O conceito da tecnologia do LMS é conhecido desde 1961, quando a primeira patente foi
depositada pela UOP (Universal Oil Products, Illinois, Estados Unidos). O surgimento do LMS
superou as inconveniéncias da cromatografia liquida convencional em batelada e proporcionou a
aplicagdo industrial das técnicas cromatograficas.

Exemplos de estudos recentes incluem a separacdo de enantiomeros (MINCEVA et al.,
2003; WANG; CHING, 2004; SANTOS et al., 2004; RAJENDRAN et al., 2005; VEREDAS et
al., 2006), processamento de acticares (MALLMANN et al., 1998; AZEVEDO; RODRIGUES,
2001; BUBNIK et al., 2004), purificacdo de aminodcidos e proteinas (XIE et al, 2000;
CREMASCO; WANG, 2003; MOLNAR et al., 2004; MOLNAR et al., 2005), separacio de
acidos organicos (LEE er al., 2004) e separacdo de isomeros Opticos derivados de petrdleo

(SILVA et al., 2004; KURUP et al., 2005).
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Figura 17. Esquema das quatro se¢cdes de uma unidade de Leito Mdvel Simulado (LMS) de
configura¢do 3-3-3-3 para separac¢do continua. (@) composto menos retido; (m) composto mais

retido. Adaptado de COX (2005).

Em contraste aos conceitos cldssicos no qual o processo do LMS € operado com vazdes de
entrada, de saida e de alimentacdo constantes, recentemente a operacdo do processo LMS foi
melhorada por variacOes de parametros operacionais durante os intervalos de troca. O primeiro
processo desenvolvido nesta rota foi a unidade denominada VARICOL®, cujas correntes de
entrada e saida sdo trocadas assincronicamente (SCHRAMM et al., 2003). Isto significa que a
unidade ndo € mais completamente equivalente ao LMV, mas que agora possui mais parametros a
serem aperfeicoados, ou seja, os tempos de troca dos fluxos de entrada e saida (LUDEMANN-
HOMBOURGER et al, 2000; ANDERSSON; ALLENMARK, 2002; PAIS; RODRIGUES,
2003).

A idéia basica do processo VARICOL®, desenvolvido pela Novasep SAS (Pompey,
Franca), fundamenta-se na variagdo do comprimento das zonas ao longo do tempo, sendo esta

variacdo periddica, o que permite o sistema retornar a sua posi¢ao inicial apés um determinado
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tempo (Figura 18). Vale ressaltar que o comprimento das zonas para LMV permanece fixo
(LUDEMANN-HOMBOURGER et al., 2000).

A diferenca principal entre o LMS e o VARICOL® € que neste dltimo a injecdo e os
pontos de coleta ndo se movem simultaneamente. Isso faz com que o nimero de colunas em cada
zona de separacdo flutue no tempo, enquanto que o nimero de colunas em cada zona ¢ mantido
constante no processo LMS. Portanto, o VARICOL® otimiza o uso da fase estaciondria e
geralmente reduz a quantidade de eluente, em que se traduz em economia de energia no processo
de concentracdo dos produtos e reciclo do préprio eluente (LUDEMANN-HOMBOURGER et
al., 2000; COX, 2005).
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Figura 18. Representacdo esquematica do processo VARICOL®. Adaptado de LUDEMANN-
HOMBOURGER et al., (2000).

O processo de separacdo para 0 VARICOL®, assim como para o LMS, pode ser dividido
em quatro zonas:
e Zona I: entre as linhas do Eluente e Extrato;
e Zona II: entre as linhas do Extrato e Alimentacao;
e Zona III: entre as linhas da alimentacdo e Refinado;

e Zona IV: entre as linhas do refinado e Eluente.
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As linhas de alimentacdo, eluente, extrato e refinado sdo mudadas a determinados
periodos At, seguindo um padrdo ndo-simultdneo associado ao nimero médio de colunas
requerido por zona durante o ciclo. Um ciclo completo € constituido de periodos sucessivos
permitindo as diferentes linhas retornarem as suas posi¢des iniciais.

No VARICOL®, ao contrario do LMS, o nimero médio de colunas, em no minino duas
zonas, ¢ um numero real e ndo, necessariamente, um ndmero inteiro. Um exemplo de um
processo VARICOL® constituido por seis coluna € ilustrado na Figura 19. Observa-se a
evolucdo do nimero de colunas ao decorrer das zonas de separacdo. Para essa configuragdo de
leito cromatogréfico, pode-se calcular o nimero médio de colunas durante um periodo completo.
Portanto, na zona I, tem-se uma coluna durante dois quartos do periodo e duas colunas durante os

outros dois quartos. Logo, o numero médio de colunas [N¢ @] € dado por:

[Nc ]=2><l><1+2><l><2=1,5colunas.
“ 4 4

Eluente Extrato Alimentag¢ao Refinado

t=0

Zona lll Zona IV
1/4

172

3/4

AT

Figura 19. Esquema do funcionamento geral do VARICOL® com relagdo a entrada e saida das
correntes em cada zona de separacdo. Adaptado de LUDEMANN-HOMBOURGER et al.,
(2000).

Cdlculos similares podem ser realizados nas demais zonas de separacdo, cujos valores

estdo dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Calculo do nimero médio de colunas nas zonas do VARICOL® (Configura¢dao do

leito cromatogréfico de acordo com a Figura 19)

Numero de colunas

Fragdo do periodo ~ Duragdo Secao I Secao Il  Secao III Secdo IV
0—+1/4At 1/4At 1 2 2 1
1/4At—1/2At 1/4At 2 1 2 2
1/2At—=3/4At 1/4At 2 2 1 1
3/4At—At 1/4At 1 2 1 2

Numero médio de colunas 1,5 1,75 1,5 1,25

Fonte: Adaptado de LUDEMANN-HOMBOURGER et al., (2000).

Estudos comparativos tedricos e experimentais comprovaram que a produtividade e
consumo de eluente sdo mais favordveis para o processo VARICOL® que para o LMS, e a
melhoria na produtividade pode ser alcan¢cada com um menor nimero de colunas (LUDEMANN-
HOMBOURGER et al, 2000; LUDEMANN-HOMBOURGER er al, 2002; PAIS;
RODRIGUES, 2003).

Diversos sdo os trabalhos reportados na literatura abordando o VARICOL® como
processo de separagdo cromatogrifico continuo contracorrente. Dentre os mais expressivos,
pode-se citar aqueles voltados a separacdo de biomoléculas, tais como os trabalhos de Subramani
et al., (2003), visando o isolamento dos aguicares frutose e glicose e de Rodrigues et al., (2007),
enfocando a separacdo dos nucleosideos uridina e guanosina; assim como trabalhos voltados a
separacdo de racematos, como o de Ludemann-Hombourger ef al., (2002), e de enantiomeros dos
farmacos quirais pindolol (ZHANG et al., 2009), mitotano (SILVA Jr. et al., 2012) e albendazol
(LOURENCO et al., 2012).

As varidveis de desempenho, voltadas para a tecnologia de leitos mdveis, sdo
caracterizadas por quatro parametros: pureza, recuperagdo, consumo de solvente e produtividade.
Para o caso da separacdo de uma mistura bindria, em que os componentes mais retido (B) e
menos retido (A) sdo recuperados no extrato e refinado, respectivamente, os quatro parametros do
processo sao definidos na Tabela 3. Na Tabela, CAR e CAF s@o as concentragdes de A no refinado
e na alimentacdo, respectivamente; CBE e CBF sdo as concentragdes de B no extrato e na
alimentacdo, respectivamente; e V,4; € 0 volume da fase s6lida (FRANCOTTE; HUYNH, 2002).
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As unidades leito mével geralmente operam sob condi¢des de sobrecarga, provocando
melhorias no desempenho da separagdo, mencionados acima, porém, conduzem a um
comportamento nao-linear das isotermas de adsor¢do competitivas. Isto deve ser considerado na
selecao das condi¢des operacionais, isto é, concentragao de alimentacao, tempo de troca e vazoes
internas da fase fluida (FRANCOTTE et al., 1998). A concentracdao de alimentacdo possui uma
forte influéncia no desempenho destes sistemas cromatograficos continuos; logo, deve ser bem
avaliada. A produtividade e o consumo de eluente s@o os dois principais critérios econdmicos
envolvidos. A produtividade aumenta € o consumo de eluente diminui quando a concentracao de
alimentacdo aumenta. Entdo, devem-se evitar baixas concentracdes de injecdo. Entretanto, vale
ressaltar que concentragdes muito elevadas podem ndo ser satisfatérias, pois podem conduzir a
uma baixa vazdo de alimentacido, o que pode ser de dificil controle (SILVA JUNIOR et al,

2000).

Tabela 3. Varidveis de desempenho avaliadas no processo Leito Mdvel

Variavel Desempenho Extrato Refinado
p (%) 100.C; 100.C%
ureza (% — —
(Cy+Cy) (Cy+Cy)
Cr CE
Produtividade ( g.dia'l/kg FEQ) QE—B QR—A
Vad‘v Vad‘v
100.C. 100.C%.
Recuperagdo (%) F—BFQE F—AFQR
CB ‘QB CA ‘QA
1 + F
Consumo de solvente (L/kg) (Q—QF)
G 0

2.9. Estimativa da queda de pressao

As condi¢des Otimas de operacdo em cromatografia, com propdsitos preparativos,

geralmente sdo atingidas quando se utilizam vazdes mais altas possiveis, limitadas pela queda de
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pressdo e pelo desempenho das bombas (KASPEREIT et al., 2002). Como as unidades de leito
movel sdo projetadas para trabalhar a uma dada pressdo, torna-se necessdrio estabelecer uma
relacdo entre a queda de pressdo na coluna cromatografica (por unidade de comprimento) (AP/L)
e a velocidade intersticial da fase mdvel (equacdo de Darcy). A equacdo de Kozeny-Carman
(Equacao (33)) € satisfatdria para fluxos laminares utilizados em cromatografia (NICOUD, 1999;

SILVA JUNIOR, 2006).
_ U= M u (33)

de’
36.8.(1-5)°

em que x representa a permeabilidade do leito, S o coeficiente de Kozeny (valor aproximado de

4,5), d, o diametro das particulas e #,, a viscosidade da fase movel.
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdao apresentadas as descricdes dos materiais € métodos empregados para a
realizacdo dos experimentos. Os métodos foram divididos em trés secdes: (i) experimentos
preliminares, voltados ao screening da fase movel, bem como a avaliagdo da resposta do sistema
de deteccao e estimativa da queda de pressdo da coluna; (i1) experimentos com solugdes diluidas
para a caracterizacdo de colunas cromatogréificas e obten¢do dos paradmetros cromatograficos de
separacdo, de equilibrio de adsorcdo, termodinamicos e de transferéncia de massa; e (iii)
experimentos com solugdes concentradas, referentes ao estudos de sobrecarga na coluna,
determina¢do de isotermas de adsorcdo ndo-lineares; avaliacdo da separagdo enantiomérica nas
unidades de leito mével, voltada a obtencdo e andlise de parametros operacionais e de varidveis

de desempenho do processo; e caracterizagdo dos enantiomeros.
3.1. MATERIAIS
3.1.1. O verapamil

O verapamil (lote M185417), utilizado neste trabalho, foi gentilmente fornecido pela
EMS® Indistria Farmacéutica (Hortolandia, SP) como mistura racémica em quantidade na
ordem de 200 gramas. A Figura 2 apresenta a estrutura quimica dos enantiomeros do farmaco,

cujo centro de quiralidade esté situado no atomo de carbono.

3.1.2. Compostos inertes
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A determina¢do dos tempos de retencdo de um componente ndo retido pela fase
estaciondria foi realizada pelo composto 1,3,5-tri-terc-butil-benzeno (TTBB) (Figura 20a),
adquirido da Sigma-Aldrich® (EUA). O TTBB € uma molécula de tamanho relativamente
pequeno com massa molar igual a 246,44 g/mol, sendo capaz de penetrar nos poros das particulas
do leito empacotado sem ser adsorvido na superficie da fase estaciondria. Por ser considerado nao
retido em grande parte das fases estaciondrias utilizadas para separacdes enantioméricas, o
composto foi escolhido para a determinag@o da porosidade total da coluna cromatogréfica.

Para a determinagao da porosidade do leito, foi utilizado um padrao de poliestireno de alta
massa molar (5,40 x 10 g/mol) (Figura 20b), adquirido da Sigma-Aldrich (EUA) Esse polimero,
por ser um composto inerte e de tamanho molecular relativamente grande, ndo penetra nos poros

das particulas e atravessa, somente, os intersticios das particulas da FEQ sem ser adsorvido.

2\ |
H;C—é‘ i ad #—CH; —[—C—C+
“H; “H- | | n
H H
(a) (b)

Figura 20. Estrutura molecular dos compostos (a) TTBB e (b) poliestireno.
3.1.3. Solventes organicos

Os solventes utilizados para a composi¢do da fase mdvel e preparo das amostras foram o
n-hexano 95%, isopropanol 100% e etanol 100%, todos de grau cromatografico e adquiridos da
TEDIA® (EUA). A dietilamina 99,5%, utilizada como aditivo bdsico, foi adquirida da Sigma-
Aldrich (EUA).
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3.1.4. Fase estacionaria quiral

No presente trabalho foram utilizadas colunas cromatogrificas de ago inoxidavel
recheadas com a fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose (Figura 21).
Foram utilizadas colunas semi-preparativas Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 pm), adquiridas da
Chiral Technologies® (Toéquio, Japdo) para estudos de separacdo de misturas racémicas de
verapamil diluidas e concentradas; e uma coluna analitica (250 x 4,6 mm, 10 um), também
adquirida da Chiral Technologies® empregada para a obtencdo das purezas dos enantiomeros do

farmaco previamente separados na unidade cromatografica continua.

HaC CHj

e TS
L

H;C

HiC CH3

Figura 21. Estrutura quimica da fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de

amilose.
3.1.5. Aparelhagem experimental

3.1.5.1. Cromatografo a liquido
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Os experimentos foram realizados em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Figura 22), constituido por uma bomba Modelo LC-20AT, por um detector
UV-VIS Modelo SPD-20A e por uma controladora Modelo CBM-20A/UFLC, todos da marca
Shimadzu Corporation® (Kyoto, Japao). No sistema também estdo presentes uma vélvula injetora
do tipo Rheodyne Modelo 77251 (EUA), e um polarimetro Modelo P-1010 da Jasco® (Japao).
Todos os equipamentos sdo integrados a um sistema de aquisi¢cdo de dados, constituido por um
micro-computador Intel Celeron® de 1.81 GHz, no qual se encontra disponivel o software LC
solution® versdo 1.23 da Shimadzu Corporation® (Kyoto, Japdo), indispensdvel para o registro,
obtencdo de cromatogramas e fornecimento de dados experimentais uteis para a quantificacio

dos parametros de separacdo dos enantidmeros do verapamil.

Sistema de
aquisicdo de dados

e
Descarte
Fase movel c . 7
b 8 En =
7 \N/7T\ ocaoo ganho
’ = ] - l ostatizado Polarimetro
I» I Injetor manual

Figura 22. Representacdo esquemadtica do aparato experimental do sistema de cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

As amostras foram injetadas manualmente com o auxilio de uma seringa de vidro de 250
uL Modelo Microliter™ 725 (Hamilton Co., EUA) e a temperatura da coluna cromatogréfica foi
controlada utilizando-se um banho termostatizado Modelo SL 152 da Solab® (Brasil). Como

equipamentos secundarios, foram utilizados uma balanca analitica Modelo AJ150 da Mettler®
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(Suica) para preparacdo das amostras do farmaco e um banho ultra-sonico Modelo 8892R-MT da

Cole Parmer® (EUA) para a desgaseificacao da fase mével.
3.1.5.2. Unidade cromatografica continua

A unidade cromatogréifica continua, adquirida da Novasep SAS (Pompey, Franca) e
utilizada neste trabalho (Figura 23), foi operada nos modos LMS e VARICOL®. Sua capacidade
de processamento pode variar de 1 a 50 gramas de mistura racémica por dia, dependendo da
concentracdo de alimentacdo, tamanho e nimero de colunas utilizadas. A unidade € constituida
por seis colunas semi-preparativas Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 pum) de aco inoxidavel
conectadas em série, totalizando uma massa de 36 gramas de fase estaciondria quiral.

Para a determinagdo da concentracio total dos enantidomeros do verapamil nas correntes
de extrato e refinado, a unidade contém um detector UV-VIS Modelo Smartline UV-detector-
2500 da KNAUER® (Alemanha) equipado com lampadas de deutério e halogénio. J4 para a
deteccao da diferenca de concentragdo dos enantidmeros do farmaco, a unidade apresenta um
detector de polarimetro Modelo GMBH IBZ da MESSTECHNIK® (Alemanha), dotado de
lampadas de tungsténio e halogénio.

Além destes constituintes, a unidade cromatogréafica também apresenta um conjunto de
cinco bombas Microlicopump da Armen Instrument® (Franga) para as correntes de extrato,
refinado, alimentagdo, reciclo e eluente; um conjunto de valvulas de controle pneumaticas,
controladas por ar comprimido; e uma vélvula de amostragem interligada ao conjunto de colunas,
o qual permite coletar amostras para a determinacdo experimental do perfil de concentracdo
interno dos enantiomeros do verapamil. Este perfil reflete a dinAmica da separag@o no interior das
colunas cromatograficas.

Finalizando, a unidade ainda contém um sistema de controle, gerenciado pelo software
Proficy HMI/SCADA-FIX® da GE FANUC Automation®, presente em um micro-computador
Siemens AG Intel Core 2 2.40 GHz, o qual € projetado para monitorar o processo da separagao
cromatogréifica. Além do sistema de controle, a unidade vem acompanhada de outro software,
denominado HELP® versao 10.3, que permite determinar ferramentas importantes de andlise
como a isoterma de adsorc¢do a partir de dados cromatogréaficos obtidos com uma coluna em
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laboratdrio. Este software permite ainda projetar os parametros operacionais (vazdes de entrada e
saida e tempo de troca das correntes) e estimar valores de algumas varidveis de desempenho

importantes como o consumo de solvente e a produtividade ao decorrer do processo de separagao.

Figura 23. Unidade cromatogréfica continua: (A) visdo externa; (B) visdo interna.

3.2. METODOS

3.2.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES

3.2.1.1. Selecao e screening da fase movel

Foram realizados estudos com vdrias combinacdes de solventes em diferentes propor¢des
a fim de se identificar qual destas combinag¢des resultaria em uma fase mével mais adequada para
posterior analise da separacdo da mistura enantiomérica.

Para a obten¢do da fase movel, foram selecionados os solventes n-hexano, isopropanol e
etanol além da dietilamina como aditivo bdsico. Os solventes foram selecionados conforme
pesquisa prévia na literatura e consultas a catdlogos da Chiral Technologies Europe®.
Primeiramente, foram realizados experimentos de screening para fases moveis bindrias, tomando-
se como solvente principal o n-hexano, nas propor¢oes de 80 a 95 % (em volume). Isopropanol e

etanol, definidos como modificadores polares, foram combinados individualmente com n-hexano
64



nas propor¢des de 5 a 20 % (em volume). A proporcdo de dietilamina foi fixada a 0,1 % (em
volume).

Posteriormente, foram realizados experimentos de screening para fases moveis terndrias,
variando-se as propor¢des dos solventes isopropanol e etanol, simultaneamente, de 2,5 a 7,5 %
(em volume), e mantendo-se constante a percentagem de dietilamina (0,1 %, em volume) e a
melhor proporcao de n-hexano, obtida nos experimentos de screening para fases moveis bindrias.

Os experimentos foram realizados em duplicata, através de injecdes de 20 uLL da amostra
racémica de verapamil a uma concentracio total de 0,5 mg mL'l, vazao de 1,0 mL min! e

temperatura de 25 °C. O valor do comprimento de onda (A), programado no sistema de detecgao,

foi de 270 nm.

3.2.1.2. Anadlise da resposta do sistema de detec¢cao

Para verificar a faixa de comprimento de onda na qual se devem conduzir os
experimentos, obteve-se um espectro no UV-VIS para a mistura racémica do verapamil. O
espectrofotometro foi calibrado com a solugdo contendo apenas a fase movel
n-hexano/isopropanol/etanol/dietilamina (90/5/5/0,1 %, v/v/v/v). Posteriormente, foi preparada
uma amostra, em fase mdvel, contendo a mistura racémica do farmaco na concentracdo de
0,5 mg mL . Entdo, realizou-se a varredura entre 230 a 310 nm, obtendo-se, finalmente, o

espectro de absor¢do para o verapamil para diferentes comprimentos de onda (Apéndice A).

3.2.1.3. Avaliacao da queda de pressao

A avaliagdo da queda de pressdo foi realizada com experimentos no sistema CLAE a
diferentes vazdes da fase moével (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; € 6,0 mL min'l). Foram obtidos diferentes
valores de pressdo e, a partir desses dados, determinou-se uma relacdo linear entre a queda de
pressao da coluna (AP/L) e a velocidade intersticial (1) da fase mével, descrita pela Equagdo (33),
de Kozeny-Carman. A permeabilidade do leito (x) foi determinada pela inclinag@o da reta, obtida

experimentalmente.
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3.2.2. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES DILUIDAS

3.2.2.1. Determinacio das porosidades

A caracterizacdo geométrica das colunas semi-preparativas foi realizada através de
experimentos de pulsos cromatogréficos utilizando-se os compostos 1,3,5-tri-terc-butil-benzeno
(TTBB) e poliestireno para se obter as porosidades total (e7) e do leito (¢), respectivamente, assim
como determinar a porosidade das particulas (ep) e verificar a homogeneidade do
empacotamento.

Para a obtengdo da porosidade total, dissolveu-se TTBB na prépria fase movel,
constituida de uma mistura de n-hexano: isopropanol: etanol (90:5:5 %, v/v/v) resultando em uma
solucdo com concentragdo de 0,5 mg mL". Foram injetados no sistema cromatografico 20 uL.
desta solugdo, sob condi¢des isocrdticas, a diferentes vazdes de fase moével (1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0 mL min™"). Os experimentos foram realizados em triplicata com temperatura constante e igual
a 25 °C e com respostas dos pulsos monitoradas pelo detector UV no comprimento de onda de
270 nm.

Para a obten¢do da porosidade do leito, pequenos pulsos cromatogréaficos (20 uL) foram
realizados, em duplicata, com solucdo diluida (0,5 mg mL™) de poliestireno dissolvidos em
tetrahidrofurano (THF), variando a vazdo da fase mével (1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 mL min‘]) a
temperatura de 25 °C. Nesses experimentos, a fase modvel utilizada constituiu-se por etanol
(100 %, em volume) acrescida de 0,1 % (em volume) do aditivo acido trifluoroacético (TFA). As
respostas dos pulsos cromatogréaficos foram detectadas a 260 nm.

Os valores das porosidades total e do leito foram determinados, experimentalmente, a
partir da andlise do primeiro momento, obtido pela integracdo das respostas dos pulsos
cromatograficos. Sendo o TTBB e o poliestireno compostos inertes, o termo referente a adsor¢ao
(Kp) na Equacdo (8) pode ser desprezado e as porosidades podem ser determinadas através da
inclinacdo da reta. A reta € obtida pela Equacdo (34), reescrita em funcdo da velocidade
superficial (v) a partir da Equacdo (8), em que sdo plotados, no eixo da ordenada, os valores do

primeiro momento (u;), iguais aos respectivos tempos de retencao do TTBB ou do poliestireno e,

66



na abscissa, os valores da razdo (L/v), em que L representa o comprimento da coluna

cromatogréfica.

L tin' L tin'
o=ty ==[e+(1-8)g, |+ L ="g, +2 (34)
v 2 u 2

O valor da porosidade da particula foi obtido pela Equacdo (35), dada por:

e =e+(-¢)e, (35)

3.2.2.2. Determinacao dos parametros cromatograficos

O estudo da separacdo cromatografica do verapamil foi realizado mediante a preparacao
de solucdes, na préopria fase moével, do farmaco racémico e de TTBB nas concentragdes de
0,5 mg mL™.

Os experimentos foram conduzidos, em triplicata, com a injecdo de pequenos pulsos
(20 uL) no sistema cromatogréfico, constituido por uma coluna semi-preparativa Chiralpak® AD
(100 x 10 mm, 20 um), sob condicdes isocraticas a vazao de 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL min’! para as
temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35 °C. As respostas foram monitoradas pelo detector UV no qual
foi fixado o comprimento de onda em 270 nm.

Com os valores de tempos de retencdo obtidos para os enantiomeros, foi possivel
determinar os fatores de retencdo (k;), a seletividade ou fator de separagdo (o) e a resolucao (R;)
através das Equacoes (1), (2) e (4), respectivamente. O TTBB, como ndo interage com a fase
estaciondria, foi utilizado para a obtenc@o dos tempos mortos (ou retardamento) ¢,, indispensavel

para calculos dos parametros cromatogréficos, nas diferentes vazdes e temperaturas estudadas.
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3.2.2.3. Determinacao das constantes de equilibrio de adsorc¢ao: constantes de Henry

As constantes de equilibrio de adsor¢do (Kp) foram determinadas a partir de valores de
tempos de retencao dos enantidmeros, obtidos para diferentes vazdes (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mL min"l)
e temperaturas (15, 20, 25, 30, 35 °C), conforme Secdo 3.2.2.2.

Para a determinacdo das constantes de adsorcdo, aplicou-se o método do primeiro
momento (Equacgao 8). Partindo-se dos valores das porosidades do leito (¢) e das particulas (ep),
assim como de valores dos coeficientes angulares (), obtidos através de graficos dos momentos

(tg versus (L/u)), foi possivel calcular os valores das constantes Kp a partir da Equacao (36).

v = {1 + (1_—‘9}5,3 + (1_—‘9}(1 —¢, ).KP} (36)
& &

em que Kp € igual a constante de Henry (He) (Kp = He) para solucdes diluidas.

Como alternativa, He também pode ser obtida a partir da Equagdo (37), levando-se em
consideracdo os valores da porosidade total (¢7) e os tempos morto (z,) e de retencdo (tg;) dos
enantidmeros para diferentes vazdes e temperaturas (PEDEFERRI er al., 1999; KOSTOVA;
BART, 2007).

Hei = (tR’i _t()) gT
t, (-¢&)

(37)

3.2.2.4. Determinacio dos coeficientes de dispersao axial e de transferéncia de massa global

Os coeficientes de dispersdo axial (D) e de transferéncia de massa global (k,,) foram
determinados a partir da solu¢do racémica de verapamil (0,5 mg mL") em diferentes
temperaturas (15, 20, 25, 30 e 35 °C) e vazdes de fase mével (1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mL min‘l),
conforme Se¢do 3.2.2.2.

Tomando-se os dados experimentais obtidos, foram calculados o nimero de pratos (Np) e

os valores de altura equivalente a um prato tedrico (HETP) através das Equagdes (3) e (12),
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respectivamente. Entdo, construiram-se graficos de HETP em funcdo de u (velocidade
intersticial) para ambos os enantidmeros em diferentes temperaturas e fizeram-se ajustes dos
dados tomando-se, como referéncia, a equacao modificada de van Deemter (Equagdo 15).

A partir dos ajustes, foram determinados os valores dos coeficientes A e C da curva de van
Deemter, e, entdo, calculados os valores de D, e k,, recorrendo-se as Equagdes (16) e (17),

respectivamente.

3.2.2.5. Determinacao dos parametros termodinimicos de adsor¢ao

Para a determinacdo dos parametros termodinamicos de adsor¢do, foram considerados os
fatores de retencao (k) e separacdo (a), obtidos experimentalmente conforme Secdo 3.2.2.2, para
temperaturas de 15, 25 e 35 °C e vazdo de 1,0 mL min™ para a fase movel.

As variagdes de entalpia (AH) e entropia (AS) foram determinadas pela Equacdo (25)
através de graficos lineares de In k em funcdo do inverso da temperatura, cuja inclinacdo e
interseccdo da reta possibilitaram obter os termos entalpico e entrdpico, respectivamente. O
mesmo procedimento foi utilizado para determinar os parametros referentes as diferencas de
variacdo de entalpia A(AH) e entropia A(AS), recorrendo-se a Equacdo (26). A temperatura de

isoenantiosseletividade (7},) foi obtida através da Equacgao (27).

3.2.3. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES CONCENTRADAS

3.2.3.1. Estudo de sobrecarga na coluna

A determinacdo dos perfis de eluicdo sob condigdes de sobrecarga na coluna
cromatogrifica semi-preparativa foi realizada com o intuito de se avaliar o comportamento da
separacdo dos enantiomeros do verapamil em condi¢des de alta concentracdo e auxiliar na
obtencdo das isotermas de adsor¢do nao-lineares, fornecendo dados suficientes para a
determinac¢do da produtividade maxima da coluna cromatogréfica.

Os perfis de eluicdo dos enantidmeros de verapamil foram obtidos pela injecdo de
volumes crescentes (20, 50, 100, 200, 500, 600 e 800 uL) de solu¢do racémica concentrada
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(10 g L'"). Os experimentos foram realizados sob condicdes isocriticas, a uma vazdo de
1,0 mL min™ e temperatura controlada de 25 °C. As respostas foram monitoradas pelo sistema de

deteccao UV-VIS no comprimento de onda de 260 nm.

3.2.3.2. Determinacao das isotermas de adsorc¢ao

No presente trabalho, as isotermas de adsor¢do competitivas dos enantiomeros de
verapamil foram obtidas pelo método dinamico da Andlise Frontal e pela aplicagdo do Software

HELP® versdo 10.3, desenvolvido pela Novasep SAS (Pompey, Franca).

Método da Andlise Frontal

As isotermas de adsorcdo dos enantidmeros de verapamil foram determinadas a partir das
curvas de ruptura (breakthrough) para diferentes concentragdes da mistura racémica do farmaco
(0,5; 1,05 2,5; 5,0; 7,5e 10,0 g L'l). Os experimentos foram conduzidos a temperatura controlada
de 25 °C, vazdo de fase movel (eluente) e alimentacdo da mistura iguais a 2,0 mL min”! e
comprimento de onda de 270 nm. Introduziu-se no sistema CLAE (Figura 22) uma segunda
bomba (bomba de alimentacdo), visando impulsionar a solu¢do contendo a mistura racémica.

Em principio, a coluna cromatogréfica foi condicionada com a fase movel até se atingir o
estado de equilibrio, ou seja, até que a resposta do sistema de detec¢do permanecesse invaridvel.
Entdo, programou-se uma repentina troca de posi¢des do sistema CLAE de forma que a bomba
de alimentacdo substituisse a bomba de eluente e, portanto, passasse a injetar uma solucio de
concentracdo conhecida de verapamil racémico. Um volume continuo da solucdo foi alimentado
até a saturacdo da coluna (28 mL), condi¢do na qual a concentracdo na saida do detector foi a
mesma da alimentacdo do sistema (etapa de adsor¢do) que pode ser observada pela presenca de
um platd superior nas curvas de ruptura (Figura 14).

Atingida esta condicdo, houve a mudanca imediata para a bomba do eluente e, assim,
manteve-se 0 experimento até a completa eluicdo do verapamil da coluna (etapa de dessor¢do).
Repetiu-se o procedimento para as diferentes concentragdes sendo que, cada uma delas,

representou um ponto na isoterma de adsorcdo. Durante a obtengdo das curvas de ruptura,
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amostras foram coletadas em intervalos de tempo de 1 minuto visando tracar os perfis de
concentracdo para ambos os enantidmeros recorrendo-se a suas respectivas curvas analiticas
(Apéndice B).

Aplicando-se a derivada primeira nas curvas de ruptura, determinaram-se os valores dos
tempos de reten¢do da primeira e segunda frente de adsorcdo (pontos de maximo) e, através dos
perfis de concentracdo, as concentracdes nos platds intermedidrio e superior para ambos os
enantiomeros (Figura 14).

Finalmente, conhecido o volume de adsorvente, foi possivel calcular os pontos da
isoterma de adsor¢do pela Equagdo (18) e, através do software MATLAB® versio R2009b, fazer
o ajuste da curva ao modelo selecionado da isoterma competitiva e obter os parametros de

adsorcdo.

Software HELP®

Para se obter as isotermas de adsorcdo competitivas para ambos os enantidmeros do
farmaco verapamil através do software HELP® versdao 10.3, fez-se necessdrio recorrer aos
valores experimentais de tempos de retencdo, obtidos por pulsos analiticos e de tempos de
retencdo a meia altura das frentes dos picos cromatograficos (Figura 24), determinados a partir de
estudos de sobrecarga na coluna, conforme descrito na Secao 3.2.3.1.

O software HELP® foi desenvolvido pela Novasep SAS (Pompey, Franca) baseado nos
estudos de Nicoud e Seidel-Morgenstern (1996); considera o modelo de isoterma de adsor¢ao do
tipo Langmuir Competitiva Modificada (Equacdo 23), comumente empregado na area das
separacdes quirais. O modelo proposto pelo software, conforme descrito (Se¢ao 2.5.3), contém os
termos linear, associado aos sitios de adsor¢do nao-seletivos da fase estaciondria quiral, e ndo-
linear, relacionado aos sitios de adsor¢ao enantiosseletivos.

As isotermas competitivas para os enantidmeros do fairmaco e seus respectivos parametros

de adsorcdo foram obtidos através das seguintes etapas:
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Tempo de retengdo a meia
altura da frente do pico de
sobrecarga

Tempo (min)
Figura 24. Visualiza¢do grifica dos tempos de retencdo a meia altura da frente dos picos

cromatograficos obtidos para os enantidmeros sob condi¢des de sobrecarga da coluna.

1) Inicialmente, na janela de entrada do software foram inseridos os valores dos
parametros geométricos da coluna cromatografica (didmetro e comprimento da coluna, além do
tamanho das particulas) e as condi¢des de inje¢do analitica (vazdo e tempo de retencdo dos
enantidmeros) (Figura 25);

(i1))  Posteriormente, foram inseridos os dados de injecdes de sobrecarga (vazdo,
volume de injecdo, concentracdo dos enantidmeros e seus respectivos tempos de retencdo a meia
altura das frentes dos picos cromatograficos) (Figura 26).

(111) Com todos os dados experimentais alimentados em ambas as janelas do software,
foi possivel obter os pardmetros da isoterma de adsorcdo, pressionando-se o icone “calculate”
(Figura 26). Vale ressaltar que os parametros 4;, N e K;, apresentados pela isoterma do software,

correspondem, na Equacgdo (23), aos parametros #;, g € b;, respectivamente.
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Figura 25. Janela de dados de entrada referentes aos pardmetros geométricos da coluna e de

injecdo analitica.
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Figura 26. Janela de dados de entrada e saida referentes as medidas de sobrecarga e aos

parametros da isoterma de adsorcao.
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3.2.3.3. Obtencao dos parametros operacionais e das variaveis de desempenho dos processos
LMS e VARICOL®

A obtencdo dos parametros operacionais (vazoes de entrada e saida do processo e tempo
de troca) e das varidveis de desempenho (pureza, produtividade, recuperacdo e consumo de
solvente) é de suma importincia para operar as unidades LMS e VARICOL® e verificar a

eficiéncia do processo de separacdo cromatografico continuo.

Parametros operacionais

Os parametros operacionais foram obtidos através do software HELP®, levando-se em
consideragdo dados experimentais de injecdo analitica e do comportamento hidrodindmico
relacionado a eficiéncia da coluna e a queda de pressdo do sistema. Considerou-se, ainda, dados
da isoterma competitiva de adsor¢do e caracteristicas geométricas da coluna.

Seguem, abaixo, as etapas envolvidas na obtencdo das condi¢des operacionais das
unidades LMS e VARICOL®:

Etapa I: Nesta etapa, conforme apresentada na Secdo 3.2.3.2, foram inseridos os valores
de parametros geométricos da coluna (comprimento efetivo, didmetro interno e tamanho das
particulas) e dados de injecdo analitica utilizados no sistema CLAE (vazao de fase mdvel e
tempos de retencao dos enantiomeros) (Figura 25).

Etapa 2: Foram inseridos os dados experimentais de inje¢des de sobrecarga (vazdo,
volumes de injecdo, concentragdo dos enantidmeros de verapamil e seus respectivos tempos de
retencdo a meia altura das frentes dos picos cromatograficos) e parametros da isoterma de
adsorcao (Figura 26).

Etapa 3: Foram inseridos os dados referentes a eficiéncia da coluna cromatografica
(nimero de pratos e suas respectivas vazoes de fase movel) e queda de pressao) (Figura 27).

Etapa 4: Nesta etapa foram inseridos dados referentes ao processo de separacdo
cromatografico continuo. Alimentou-se, no software, dados relacionados a pressdo de operagdo,
dimensdo geométrica das colunas, a concentracdo da mistura racémica de verapamil na fase

movel e a percentagem molar dos enantidmeros contidos na mistura (Figura 28).
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Figura 27. Dados do comportamento hidrodinamico do processo referentes a eficiéncia da coluna

e queda de pressao.

Etapa 5: Nesta etapa sdo obtidos os pardmetros operacionais do processo. Portanto, sdo
fornecidos os valores das correntes de reciclo, extrato, alimentacao e refinado, gerados a partir da
introducdo dos dados experimentais apresentado nas etapas anteriores. Também sdo fornecidos o
periodo para as trocas das posi¢des das correntes, o nimero de colunas por se¢do (ou zona) de

transferéncia de massa e o nimero de pratos por coluna (Figura 29).
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Figura 28. Dados referentes ao processo e a alimenta¢do da mistura racémica.
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Figura 29. Dados referentes aos parametros operacionais a serem introduzidos na unidade de

separacdo cromatografica continua multicolunas.

Variaveis de desempenho

As varidveis de desempenho foram obtidas pelo conjunto de equacdes definido na
Tabela 3 (Secdo 2.8). As concentragdes dos enantidmeros, presentes nas equagdes, para as

correntes de extrato e refinado foram obtidas a partir das curvas analiticas (Apéndice B).

3.2.3.4. Caracterizacao dos enantioémeros

Os enantidmeros, separados na unidade cromatografica continua, foram caracterizados por
polarimetria mediante determinacdo de suas respectivas rotacdes Opticas especificas [ap]. As
amostras coletadas nas correntes de extrato e refinado foram concentradas a vacuo e, solugdes
foram preparadas em etanol (grau cromatografico) na concentragdo de 50 mg mL" e submetidas

em polarimetro, conforme método reportado por Bhushan e Gupta (2005).
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo serdo apresentados os resultados obtidos a partir dos experimentos
realizados em laboratério. Estes resultados serdao discutidos com base na literatura, visando
demonstrar sua consisténcia. A principio, serdo apresentados resultados referentes aos
experimentos preliminares e, posteriormente, resultados obtidos através de solugdes diluidas e
concentradas da mistura racémica. O capitulo serd finalizado com dados experimentais dos
processos cromatograficos continuos LMS e VARICOL® referentes a aspectos operacionais e de

desempenho das unidades de separagio.

4.1. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

4.1.1. Selecio e screening da fase mével

Sendo previamente selecionado, no presente trabalho, o polimero modificado tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose como fase estaciondria quiral, realizou-se um estudo para
definir a fase mével.

A principio, foram selecionados os solventes n-hexano como componente principal, os
alcoois isopropanol e etanol como modificadores polares, e dietilamina como aditivo bdsico.
Normalmente, aminas sdo adicionadas na fase moével para melhorar a simetria dos picos
cromatograficos quando se promovem separagdes quirais de analitos bdsicos em fases
estaciondrias polissacaridicas (YE; STRINGHAM, 2001; STRINGHAM et al, 2004). Os

solventes foram selecionados conforme pesquisa prévia na literatura (FIEGER; BLASCHKE,
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1992; SHIBUKAWA; WAINER, 1992; MATEUS et al., 2007) e consultas a catdlogos técnicos
da Chiral Technologies Europe®.

Durante os experimentos de screening para fases moéveis bindrias, as propor¢des de n-
hexano e dos alcodis, na mistura, foram variadas de 80 % a 95 % (em volume) e de 5 % a 20 %
(em volume), respectivamente, mantendo-se fixa a propor¢do de dietilamina em 0,1 % (em
volume). Os experimentos foram realizados em duplicata, pela injecdo de 20 uL de solugdo
racémica de verapamil (0,5 mg mL'l) em coluna Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um), com
vazdo de 1,0 mL min” para a fase mével, temperatura de 25 °C e comprimento de onda de 270
nm.

As propor¢des das misturas dos solventes estudadas e seus respectivos parametros
cromatogréficos (resolucio e seletividade), estabelecidos como critério para se avaliar a selecao

da melhor fase mével, sio mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Propor¢cdo de solventes na mistura e seus respectivos parametros cromatograficos

(resolucdo e seletividade) para selec@o da fase movel

Proporcao Parametros de avaliacao
Solvente
% (em volume) Resolugao (Rs) Seletividade (o)
80: 20: 0,1 0,91 £ 0,01 1,26 £ 0,01
85:15: 0,1 0,99 + 0,02 1,27 £0,01
HEX: IPA: DEA
90: 10: 0,1 1,39 £ 0,02 1,31 £0,05
95:5:0,1 1,64 £ 0,07 1,31 £0,03
80: 20: 0,1 0,74 £ 0,06 1,17 £0,02
85:15: 0,1 0,81 £0,08 1,16 £ 0,01
HEX: EtOH: DEA
90: 10: 0,1 0,84 + 0,03 1,15 +£0,03
95:5:0,1 1,04 £ 0,05 1,15 £ 0,01

HEX: n-hexano; IPA: isopropanol; EtOH: etanol; DEA: dietilamina.
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Conforme os resultados obtidos (Tabela 4), a mistura constituida pelos solventes n-
hexano, isopropanol e dietilamina nas propor¢des de 95, 5 € 0,1 % (em volume), respectivamente,
proporcionou os melhores valores de resolucdo e seletividade. Contudo, para esta composi¢ao de
fase movel, teve-se uma elui¢do lenta do verapamil, com tempos de retengao elevados para os
enantidmeros S-(-) (34 min) e R-(+) (42 min), inviabilizando o processo de separagdo. Portanto,
foi selecionada a fase movel constituida por 90 % (em volume) de n-hexano, 10 % (em volume)
de isopropanol e 0,1 % (em volume) de dietilamina, cujos valores dos pardmetros
cromatograficos apresentaram-se satisfatorios.

Visando aumentar os valores desses parametros (principalmente a resolucdo) e,
consequentemente, melhorar a separagdo, realizaram-se experimentos de screening para fases
moveis terndrias. As fases moveis foram preparadas misturando-se os alcodis (isopropanol e
etanol) e mantendo-se constantes as propor¢des de n-hexano (90 %, em volume) e dietilamina
(0,1 % em volume). Os experimentos foram realizados nas mesmas condi¢des daqueles
conduzidos para fases méveis bindrias.

Os resultados (Figuras 30 e 31) mostraram claramente que a mistura constituida pelos
solventes n-hexano, isopropanol, etanol e o aditivo dietilamina nas propor¢des de 90, 5,5 ¢ 0,1 %
(em volume), respectivamente, apresentaram os maiores valores de resolucdo, fatores de retencao
e seletividade e, portanto, essa mistura foi eleita a fase mdvel a ser utilizada no trabalho de
pesquisa para estudos de separacdo dos enantiomeros do farmaco verapamil.

Os parametros cromatograficos, obtidos a partir da fase movel eleita, apresentaram
valores que comprovam separacdes satisfatorias do verapamil. A resolucido obtida foi de 1,68
cujo valor, segundo Collins et al., (2006), garante a separacdo completa dos picos
cromatogréaficos. Quanto aos demais parametros, foram obtidos fatores de retencio de 2,98 e 3,98
para os enantidomeros S-(-) e R-(+), respectivamente e seletividade igual a 1,34. Os resultados
destes parametros se enquadram dentro da faixa de “bons valores de separagdo”, estabelecida

pela farmacopéia americana (ROSA, 2005).
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Figura 30. Resolu¢do (m) e seletividade (0) em funcdo da variagdo da propor¢do alcoolica da
mistura. As propor¢des de n-hexano e dietilamina foram fixadas a 90 % (em volume) e 0,1 %

(em volume), respectivamente.
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Figura 31. Fatores de reten¢do dos enantidmeros de verapamil em func¢do da variacdo da
proporg¢ao alcoolica da mistura. (e) fator de retengdo do S-(-)-verapamil; (o) fator de retencao do
R-(+)-verapamil. As proporgdes de n-hexano e dietilamina foram fixadas a 90 % e 0,1 % (em

volume), respectivamente.
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4.1.2. Avaliacao da queda de pressao na coluna cromatografica quiral

Os experimentos realizados no sistema CLAE a diferentes vazdes forneceram resultados
de pressao, cujos dados possibilitaram obter uma relacao linear entre a queda de pressao (AP/L) e
a velocidade intersticial (#) da fase mdvel, conforme apresentado na Figura 32. Foi observado
que a equacdo de Kozeny-Carman (Equacdo 33) descreveu satisfatoriamente os resultados
experimentais obtidos (r2 = 0,99015). A permeabilidade do leito cromatogrifico (x) foi
indiretamente determinada pela inclinacio da reta, apresentando valor igual a 9,55 x 10 Yem? A
viscosidade da fase moével (mistura terndria) foi calculada a partir da correlacdo proposta por

Grunberg e Nissan (1949) (REID et al., 1987) (Apéndice C).

A Tabela 5 apresenta os dados de pressdo para a coluna semi-preparativa Chiralpak® AD

(10 x 100 mm; 20 um) para vazao de fase mével de 1,0 mL min" a 6,0 mL min™".
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Figura 32. Avaliacdo da queda de pressdo na coluna cromatografica Chiralpak® AD (100 x 10

mm; 20 um).
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Tabela 5. Dados de pressdo para a coluna semi-preparativa Chiralpak® AD

Vazao (mL min™) Pressao da coluna (bar)
1,0 1,47
2,0 3,43
3,0 5,39
4,0 7,84
5,0 10,78
6,0 13,72

Notam-se reduzidas pressdes obtidas com a coluna, utilizando a fase mével n-hexano:
isopropanol: etanol: dietilamina (90:5:5:0,1 %, em volume). A pressao reduzida na coluna para a
vazdo de 6,0 mL min"' mostra a possibilidade da separagdo dos enantidmeros de verapamil em

escala semi-preparativa empregando elevadas vazdes de fase movel.
4.2. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES DILUIDAS
4.2.1. Determinacao das porosidades total, do leito e das particulas

Experimentos de pulsos cromatograficos com compostos inertes sdo uteis para a
estimativa do volume de vazios na coluna e, consequentemente, para a determinagcdo das
porosidades total (e7), das particulas (¢,) e do leito recheado (¢).

Neste trabalho, ¢r € ¢ da coluna Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 pum) foram
determinados a partir de experimentos de pulsos cromatograficos com TTBB e poliestireno,
respectivamente, através do método dos momentos (Equacao 34).

Os tempos de retencdo dos compostos inertes permitiram a constru¢do das curvas do
primeiro momento, cujas inclinagdes forneceram, diretamente, os valores das porosidades total
(Figura 33) e do leito (Figura 34). Tendo-se ambas as porosidades, foi possivel determinar a

porosidade das particulas pela Equagao (35). Os valores estdo dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores das porosidades total, do leito e das particulas obtidos para a coluna

Chiralpak® AD (100 x 10 mm; 20 um)

Porosidade Valor experimental
Total (e7) 0,68 £ 0,02
Leito (¢) 0,40 + 0,01

Particula (&) 0,47 +0,01

Diversos sdo os trabalhos na literatura que reportam valores de porosidade total de
colunas Chiralpak® AD (100 x 10 mm; 20 um) utilizando o composto inerte TTBB como
tracador. A exemplo, citam-se os trabalhos de Mihlbachler et al. (2006) e Zebka e Rodrigues
(2007), cujas porosidades obtidas foram de 0,648 e 0,610, respectivamente. Nota-se que 0s
valores reportados diferem daquele obtido no presente trabalho. A diferenca deve-se as
caracteristicas da fase estaciondria que, mesmo sendo similar, pode apresentar variagdes quanto
ao tamanho dos poros das particulas que a constitui e, principalmente, as condi¢des distintas sob
as quais as colunas sio recheadas (LAO; GAN, 2008; SILVA JUNIOR, 2010). Vale ressaltar que
Silva Jr. et al. (2012) obtiveram valor de porosidade total igual ao obtido neste trabalho,
utilizando a mesma coluna quiral com condi¢des idénticas de recheio.

Na literatura, ndo ha relatos a respeito da determinacdo da porosidade do leito de colunas
recheadas com fases estaciondrias quirais de polissacarideos (amilose e celulose), o que confere,
ao presente trabalho, a originalidade do valor obtido. Muitos autores utilizam a correlacao

proposta por Ruthven (1984):

er=0,45+0,55¢ (38)

em que se assume um valor genérico de 0,45 para a porosidade da particula.
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Figura 33. Primeiro momento para o composto inerte TTBB: determinacido da porosidade total

da coluna cromatografica (= 0,99999).
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4.2.2. Determinaciao dos perfis de eluicio e dos pariametros cromatograficos de separacao

dos enantiomeros de verapamil em coluna Chiralpak® AD

A Figura 35 apresenta os perfis de eluicdo do composto inerte TTBB e dos enantidmeros
do verapamil. Os experimentos foram realizados em triplicata com vazdo da fase mével igual a

1,0 mL min™' e temperatura de 25 °C.
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Figura 35. Perfil de eluicdio do composto inerte (a) TTBB e dos enantidmeros
(b) S-(-)-verapamil e (¢) R-(+)-verapamil. Condi¢des experimentais: concentracdo racémica, 0,5
mg mL"'; fase mével, n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %, v/v/v/v); fase
estacionaria, tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose; vazdo, 1,0 mL min’; deteccao, 270 nm;

temperatura, 25 °C; volume de injecado, 20 pL.

Nota-se que o pico de eluicio do TTBB possui pequena largura de base e tempo de
retencdo relativamente curto. Esse € um comportamento esperado, pois o TTBB, por ser um
composto inerte, ndo sofre interacdo estereosseletiva com a fase estaciondria quiral e as
resisténcias a transferéncia de massa sdao despreziveis, o que reduz seu tempo de residéncia na

coluna e o alargamento do pico cromatografico.
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Quanto ao perfil de eluicdo da mistura racémica de verapamil, pode-se observar a
separacdo dos seus enantidmeros ocorrendo, praticamente, até a linha de base do cromatograma.
As diferentes interacdes enantiosseletivas existentes entre os enantiomeros do fairmaco e a fase
estaciondria resultam em mecanismos de retencdo que promovem a separagao quiral. Também se
observa um maior alargamento dos picos de eluicdo dos enantidmeros quando comparados ao do
composto inerte, devido aos diferentes processos de transferéncia de massa que ocorrem externa
e internamente as particulas da fase estacionaria quiral.

A Figura 36 apresenta os perfis de eluicdo dos enantidmeros de verapamil a 15, 20, 25, 30
e 35 °C para a vazdo de 1,0 mL min™. Observa-se que, com o aumento da temperatura, hd uma
diminui¢cdo nos tempos de retencdo e a separagdo continua ocorrendo, praticamente, até a linha de
base. Entretanto, vale ressaltar a existéncia de um menor alargamento dos picos de elui¢do e uma

ligeira aproximagdo entre 0s mesmos para temperaturas mais elevadas.

. T .
5.0 15.0 25.0 35.0 45.0

Tempo (min)

Figura 36. Perfis de eluicdo dos enantidmeros S-(-)-verapamil e R-(+)-verapamil em diferentes
temperaturas. Condi¢des experimentais: concentra¢do racémica, 0,5 mg mL’'; fase mével,
n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %, v/v/v/v); fase estaciondria,
tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose; vazao, 1,0 mL min'l; deteccao, 270 nm; volume de
injecdo, 20 pL.
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A Figura 37 ilustra os efeitos da temperatura nos tempos de retencdo para ambos 0s
enantiomeros de verapamil em diferentes vazdes de fase movel. Verifica-se que, com o aumento
da temperatura, hd uma diminui¢ao dos tempos de retencdo para todas as vazdes avaliadas.
Temperaturas elevadas promovem a reducado da viscosidade da fase mével o que pode aumentar a

velocidade de interac@o dos enantidmeros com a fase estaciondria quiral (DIAS, 2007).
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Figura 37. Variacdes do tempo de reten¢do dos enantiomeros (A) S-(-)-verapamil e (B) R-(+)-
verapamil em funcio da temperatura para diferentes vazdes de fase mével. (¢) 1,0 mL min'; (0)

1,5 mL min‘]; (A) 2,0 mL min'l; e (0)2,5mL min”'.

A Tabela 7 apresenta os parametros cromatograficos de separagdo para 0s enantidomeros
de verapamil em coluna Chiralpak® AD para vazdo e temperatura distintas empregadas nos
experimentos de pulso cromatogréfico.

Tomando-se como referéncia o fator de retencdo (k), pode ser observado que todos os
valores desse parametro, para ambos os enantidmeros, foram maiores que 2,0 € menores que 6,0
dentro da faixa de vazdo e temperatura estudadas, enquadrando-se, portanto, na faixa de valores
considerados ideais para separacdes enantioméricas. Segundo Collins et al. (2006), esta faixa se
estende de 1 a 10. De acordo com a Farmacopéia Americana, conforme reportado por Rosa

(2005), os valores devem estar compreendidos entre 1 a 8 de modo que, para se garantir
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interacOes satisfatdrias entre os enantidmeros e a fase estaciondria, o valor de k deve estar entre
2e4.

Quanto ao parametro seletividade (a), foram obtidos valores praticamente constantes de
1,34 para as diferentes vazdes e temperaturas avaliadas. Okamoto e Kaida (1994) reportaram que,
em muitos casos de separacdes cromatograficas com fases estaciondrias quirais baseadas em
polissacarideos, a completa separacdo serd apenas alcancada se o for maior que 1,20. O mesmo
valor € adotado pela Farmacopéia Americana, classificando a separacdo como satisfatoria
(ROSA, 2005).

Sao encontrados na literatura alguns estudos de separacdo dos enantidmeros de verapamil
em que se reportam valores de seletividade obtidos, utilizando colunas analiticas Chiralpak® AD.
A exemplo, citam-se os trabalhos de Shibukawa e Wainer (1992), que obtiveram valor de o igual
a 1,24 utilizando-se, como fase mével, uma mistura de n-hexano: isopropanol: etanol: trietilamina
(85:7,5:7.5: 0,1 %, v/v/vlv) e vazdo de 1,5 mL min'l; além do trabalho de Fieger e Blaschke
(1992), cujo valor encontrado foi de 1,29, em que se utilizou fase mével n-hexano: isopropanol:
dietilamina (90: 10: 0,1 %, v/v/v) com vazao de 1,0 mL min’".

Outro parametro importante a ser determinado foi a resolugdo (Rs) que, de forma geral,
relaciona os tempos de retencdo e largura de base dos picos de elui¢do e fornece informacdes
suficientes para se avaliar a qualidade da separacdo.

A Figura 38 apresenta os valores deste parametro cromatografico avaliado nas diferentes
vazdes e temperaturas. Nota-se que, para cada temperatura estudada, o aumento da vazio da fase
movel acarretou na diminui¢io do valor de Rs. Quando o sistema é submetido a vazdes elevadas,
o tempo de residéncia dos enantidmeros no interior do leito cromatogrifico se reduz e,
consequentemente, ocorre menor tempo de interacdo entre as moléculas e a fase estaciondria,
comprometendo a eficiéncia da separacdo quiral (SARTOR, 2006). Nota-se também que, os
valores de Rs aumentam com o aumento da temperatura, visto que ocorre uma aproximacgao entre
os picos cromatograficos devido a reducdo de suas respectivas larguras de base.

Pode-se observar ainda na Figura 38 que os maiores valores de resolu¢do foram
alcangados para a menor vazdo estudada (1,0 mL min™), com destaque para a temperatura de
35 °C, cujo valor obtido foi de 1,74 + 0,03. Contudo, como o ganho de resolucdo foi pequeno

quando se variou a temperatura do sistema em 10 °C e visando reduzir o consumo de energia do
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Tabela 7. Parametros cromatogrificos de separagdao do verapamil na coluna quiral Chiralpak®

AD (10 x 100 mm; 20 um) a diferentes vazdes e temperaturas

Temperatura de 15 °C

Vazao (mL/min)

kS-(-)-verapamil

kR-(+)-verapamil

o (seletividade)

1,0 4,00 £ 0,01 5,35+£0,01 1,34 £ 0,01
1,5 3,98 £0,07 5,32 £0,05 1,34 £ 0,01
2,0 3,89 £ 0,02 5,21 £0,07 1,34 £ 0,04
2,5 3,88 £0,02 5,20 £0,03 1,34 £ 0,01
Temperatura de 20 °C
Vazao (mL/min) Ks.()-verapamil KR-(+)-verapamil a (seletividade)
1,0 3,46 £ 0,01 4,64 + 0,02 1,34 £ 0,01
1,5 3,47 £0,01 4,65 + 0,01 1,34 £ 0,01
2,0 3,49 £ 0,06 4,67 +0,03 1,34 £ 0,02
2,5 3,45 +£0,03 4,63 + 0,04 1,34 £ 0,01
Temperatura de 25 °C
Vazao (mL/min) Ks.(.)-verapamil KR-(4)-verapamil o (seletividade)
1,0 3,05 £0,08 4,10 £ 0,01 1,34 £ 0,01
1,5 3,04 £ 0,03 4,08 £0,05 1,34 £ 0,01
2,0 3,03 £ 0,02 4,07 £0,01 1,34 £ 0,01
2,5 3,05 £ 0,06 4,09 £ 0,02 1,34 £ 0,02
Temperatura de 30 °C
Vazao (mL/min) Ks.()-verapamil KR-(+)-verapamil o (seletividade)
1,0 2,80 £0,03 3,75 £0,04 1,34 £0,03
1,5 2,80 £ 0,01 3,75 £0,01 1,34 £ 0,01
2,0 2,79 £0,02 3,74 £0,02 1,34 £ 0,01
2,5 2,80 £0,03 3,74 £0,07 1,34 £ 0,02
Temperatura de 35 °C
Vazao (mL/min) Ks._(.)-verapamil KR-(+)-verapamil o (seletividade)
1,0 2,57 £0,01 3,43 +£0,03 1,33 £ 0,01
1,5 2,56 £ 0,01 3,42 +£0,01 1,33 £ 0,01
2,0 2,56 £ 0,01 3,41 £0,01 1,33 £ 0,04
2,5 2,55+0,02 3,39 £0,02 1,33 £0,03
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sistema cromatografico, optou-se em conduzir o processo de separagcdo a 25 °C, em que o valor
de resolucdo obtido foi de 1,70 + 0,02. Ressalta-se que, separagdes cromatograficas completas

por linha de base s@o atingidas quando valores de resolu¢do sdo iguais ou superiores a 1,50

(COLLINS et al., 2006).
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Figura 38. Efeito da vazdo e da temperatura na resolu¢dao dos enantidmeros de verapamil.
Legenda: 15 °C (cinza); 20 °C (preto); 25 °C (verde); 30 °C (azul); 35 °C (vermelho). Condigoes
experimentais: concentracao racémica, 0,5 mg mL™"; fase mével, n-hexano: isopropanol: etanol:
dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %, v/v/v/v), fase estaciondria, tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de

amilose; vazdo, 1,0 mL min‘l; deteccdo, 270 nm; volume de injecdo, 20 pL.
4.2.3. Determinacio das constantes de equilibrio de adsorcao: constantes de Henry

De acordo com as retas obtidas a diferentes temperaturas (Figuras 39 e 40), pela andlise
do primeiro momento para os enantidomeros do verapamil, foi possivel determinar as constantes
de equilibrio de adsorcdo (Kp) pelas inclinagdes das retas entre os tempos de retencdo (fg) € a

relacdo (L/u), conforme Equacgdo (8). Essas constantes, quando obtidas para solugdes diluidas,
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correspondem as constantes de Henry (He), cujos efeitos competitivos sdo considerados
despreziveis.

Pode-se observar nas Figuras 39 e 40 que as retas ajustaram-se satisfatoriamente aos
pontos experimentais. Os valores das inclinagdes () com seus respectivos coeficientes de
determinacgdo (%) e das constantes de equilibrio de adsor¢@o (constantes de Henry), obtidos para
as diferentes temperaturas, estdo dispostos na Tabela 8.

Os resultados apresentados (Tabela 8) mostram que as constantes de Henry (He) estdo
diretamente associadas aos efeitos termodindmicos, pois seus valores diferem para cada
enantidmero em cada temperatura avaliada. Isto indica, seguramente, que a temperatura
influencia a adsor¢do dos enantidmeros do verapamil na fase estaciondria Chiralpak® AD, no
qual o seu aumento provoca decréscimos dos valores de He, mostrando, de fato, que o fendmeno

de adsorcao € exotérmico (RUTHVEN, 1984).
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Figura 39. Aplicacio do método do primeiro momento para a determinacdo das constantes de
equilibrio de adsor¢@o para o enantidmero S-(-)-verapamil nas temperaturas de 15 °C (cinza), 20

°C (preto), 25 °C (verde), 30 °C (azul) e 35 °C (vermelho).
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Figura 40. Aplicacio do método do primeiro momento para a determinacdo das constantes de
equilibrio de adsor¢@o para o enantidmero R-(+)-verapamil nas temperaturas de 15 °C (cinza), 20

°C (preto), 25 °C (verde), 30 °C (azul) e 35 °C (vermelho).

Tabela 8. Valores das constantes de equilibrio de adsor¢do (constantes de Henry, He) para os

enantidmeros do verapamil em diferentes temperaturas

Enantiomero
Temperatura
P S-(-)-verapamil R-(+)-verapamil
(°C) > >
() (r) (He) () (r) (He)

15 8,58 0,999 8,65 +0,06 10,89 0,999 11,55 + 0,06
20 7,56 0,999 7,37 £0,02 9,57 0,999 9,89 + 0,01
25 6,75 0,999 6,35 +0,02 8,50 0,999 8,56 + 0,03
30 6,35 0,999 5,84 +0,01 7,95 0,999 7,85 + 0,01
35 5,93 0,999  5,32+0,01 7,36 0,999 7,12 £ 0,01
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Observa-se que a fase estaciondria apresentou maior afinidade pelo enantidmero R-(+)-
verapamil, cujos valores de He foram superiores aos do seu antipoda S-(-)-verapamil. A baixas
temperaturas, a for¢a de interagdo entre os enantidmeros e o adsorvente torna-se mais expressiva,
0 que se comprova pelos maiores valores de He obtidos experimentalmente. O aumento da
constante de Henry a temperaturas mais baixas pode significar uma importante contribui¢do para
o alargamento das bandas dos picos cromatograficos devido a uma reducdo da cinética de
dessorcao entre os enantidmeros e a fase estaciondria quiral (SILVA JUNIOR, 2003).

Por outro lado, para temperaturas elevadas, notou-se uma reduc¢io dos valores de He. O
aumento da temperatura, além de diminuir a viscosidade da fase mdvel, reduz a interacdo dos
enantidmeros com a fase estaciondria, levando a uma diminui¢do dos tempos de retencdo das
moléculas quirais e consequente diminuicdo da constante de equilibrio de adsor¢do (SARTOR,
2006; FREITAS, 2009).

Ressalta-se ainda que as constantes de Henry sdo parametros fundamentais para o projeto
das condi¢des de operacdo de uma unidade de leito mével quando se utilizam métodos baseados

na teoria do equilibrio (Método do Tridngulo), conforme reportado por Mazzotti et al., (1997).

4.2.4. Eficiéncia de separacio e parametros de transferéncia de massa

A eficiéncia da separacdo dos enantidmeros do verapamil em coluna Chiralpak® AD foi
avaliada através da andlise dos valores de HETP, determinados a partir do nimero de pratos (Np),
pela Equacdo (12). Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de Np em diferentes temperaturas e
vazdes de fase mdvel.

Os altos valores de Np alcancados revelam uma eficiéncia satisfatéria de separacdo dos
enantidmeros na coluna, cujo desempenho apresentou-se maior (Np > 1000) para baixa vazao
(1,0 mL min'l) e elevada temperatura (35°C). Conforme reportado por Snyder e Kirkland (1979),
valores de Np elevados sdao obtidos, geralmente, em colunas recheadas com particulas
relativamente pequenas sob baixa vazao de fase movel e altas temperaturas de separagao.

Analisando-se a Tabela 9, pode-se observar um aumento nos valores de Np com a
elevacdo da temperatura a uma vazao constante. No entanto, estes valores decrescem quando a
temperatura € mantida constante e a vazao varia de 1,0 a 2,5 mL min'. O aumento de Np deve-se,
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principalmente, a reducdo acentuada na largura das bases dos picos de elui¢do (Figura 36), ao

passo que, seu decréscimo estd associado a diminui¢ao dos tempos de reten¢do dos enantidmeros.

Tabela 9. Numero de pratos em diferentes temperaturas e vazdes de fase moével para os

enantiomeros do verapamil

Vazdo ) Vazdo )

(mL/min) Teo Npsor Npme (mL/min) Teo NP s NPz
15 738 +3 694 £5 15 430 +7 388 +2

20 829 +£2 771 £1 20 482 £3 437 £ 1

1,0 25 910 £ 4 8574 2,0 25 539+1 490 £ 1
30 969 £5 935+7 30 597 +1 549 £2

35 1093+1 10183 35 664 +2 603 £1

15 535+2 498 £1 15 346 £ 1 310+ 1

20 604 £ 1 560 £ 1 20 393+ 1 355+1

1,5 25 679 £ 1 626 £ 2 2,5 25 446 £ 2 403 £1
30 753 £1 690 £3 30 483 £3 439 £ 1

35 826 £ 1 758 £2 35 5371 489 +£7

A partir dos valores expostos na Tabela 9, a Equacao (12) foi utilizada para o cdlculo dos
valores de HETP. As Figuras 41 e 42 (graficos de van Deemter) mostram a dependéncia de
HETP com a velocidade intersticial (1) de escoamento da fase movel para os enantiomeros S-(-)-
e R-(+)-verapamil, respectivamente. Para a faixa de vazdo utilizada, obtiveram-se relacdes
lineares entre HETP e u e ndo foi verificado o ponto de inflexdo minimo para ambos os
enantiomeros, conforme apresentado na Figura 9. Para isso, seriam necessdrias vazdes mais
baixas de fase mdvel.

Portanto, a inexisténcia de um valor minimo nos gréaficos de HETP versus u indica que o
coeficiente B da equacdo de van Deemter, o qual estd relacionado aos efeitos de difusao
molecular, pode ser desprezado na faixa de vazdo estudada, e a eficiéncia da coluna ¢é
influenciada apenas pelos efeitos de dispersdo axial (coeficiente A) e de transferéncia de massa

(coeficiente C).
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Figura 41. Grifico de van Deemter para o enantidmero S-(-)-verapamil nas temperaturas de 15

°C (cinza), 20 °C (preto), 25 °C (verde), 30 °C (azul) e 35 °C (vermelho).
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Figura 42. Grifico de van Deemter para o enantiomero R-(+)-verapamil nas temperaturas de 15
°C (cinza), 20 °C (preto), 25 °C (verde), 30 °C (azul) e 35 °C (vermelho).
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Os coeficientes lineares e angulares das retas apresentadas nas Figuras 40 e 41
correspondem aos coeficientes A e C da equagcdo modificada de van Deemter (Equacao 15),
respectivamente. Seus valores para ambos os enantiomeros em temperaturas distintas, juntamente
com seus respectivos coeficientes de determinagio (%), estdo dispostos na Tabela 10.

A partir desses resultados, foi possivel determinar os valores dos coeficientes de dispersao
axial (Dy/u) e de transferéncia de massa global (k,,) para os enantidomeros do verapamil, conforme

mostrado na Tabela 11.

Tabela 10. Coeficientes A e C da equacdo modificada de van Deemter para os enantidmeros do

verapamil
S-(-)-verapamil R-(+)-verapamil
T(C)  Ax10° Cx10° Ax10°  Cx10° ,
(em)  (om) (em)  (em) ’
15 341050 3,17+008 099785 242+051 3,71%0,09 0,99833
20 321+024 2,78+004 099937 2,77+025 3,17+0,04 0,99947
25 335+0,06 239+001 099993  2.87+0,09 2,75+0,01 0,99991
30 3,16+0,58 2,17+0,10 099388  254+051 2,51+0,09 0,99645
35 2,76+038 197+006 099683 2,66+031 221005 0,99826

Tabela 11. Coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa global para os

enantiomeros do verapamil

(Dy/u) x 10° (cm) k,, (min™)
T (°C)
S-(-) R-(+) S-(-) R-(+)
15 1,71 0,08 1,19 + 0,09 65,70 £ 0,88 4532 + 0,34
20 1,61 +0.,08 1,39 0,01 82,47 + 1,26 58,96 + 0,07
25 1,68 +0,01 1,44 +0,01 104,95 + 0,62 74,38 + 0,95
30 1,59 +£0,23 1,28 +£ 0,07 122,11 +£ 3,18 87,51 +£0,49
35 1,38 £ 0,02 1,34 £ 0,14 142,10 + 1,02 105,89 + 3,04
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Como as moléculas quirais apresentam propriedades fisico-quimicas idénticas e a
dispersdo axial em separacdes enantioméricas € determinada pela vazdo e ndo pela difusdo
molecular, os valores de tal parimetro deveriam ser aproximadamente iguais para ambos o0s
enantidmeros (DUAN et al., 1998; WANG; CHING, 2002; FREITAS, 2009). Contudo, observa-
se na Tabela 11 uma variagcdo da dispersdo axial entre os enantidmeros estudados neste trabalho.
Alguns autores atribuem esse comportamento a erros experimentais (DUAN et al., 1998;
WANG; CHING, 2002) e a distribui¢do do tamanho das particulas da fase estaciondria quiral
empacotada (JACOBSON et al., 1993). Analisando a Tabela 11, pode-se verificar que os valores
do parametro km apresentaram-se maiores para o enantidmero S-(-)-verapamil em todas as
temperaturas investigadas, quando comparado ao seu antipoda R-(+)-verapamil. Além disso, os
valores de km, para ambos os enantidmeros, aumentaram com a elevacdo da temperatura.
Segundo Silva Jr. (2006), quando se aumenta a temperatura, a resisténcia a transferéncia de
massa diminui, fato que pode ser explicado pelo decréscimo da viscosidade da fase moével,
aumentando a mobilidade das moléculas quirais no interior dos poros das particulas do leito
cromatogréfico.

De acordo com a magnitude dos valores de km (Tabela 11), pode-se considerar que a
transferéncia de massa global foi relativamente rdpida na coluna Chiralpak® AD para
temperaturas mais elevadas. No entanto, para baixas temperaturas, foram obtidos valores
relativamente menores para o coeficiente. Segundo Miyabe e Guiochon (1999), a baixa cinética
de transferéncia de massa € a principal contribui¢do para o alargamento das bandas dos picos de
eluicdo. De fato, os perfis de eluicdo do verapamil racémico, para as menores temperaturas
avaliadas (Figura 36), apresentaram considerdvel alargamento das bandas, principalmente para o

enantidmero mais retido, R-(+)-verapamil, em que se encontraram os menores valores de km.
4.2.5. Anélise termodinamica de adsorcao

Os parametros termodinamicos de adsor¢do para os enantidmeros do verapamil foram
determinados pelo gréfico de van 't Hoff, de acordo com as Equacdes (25) e (26). A inclinacdo e a
intersec¢do das retas obtidas pela relagdo linear /n k versus T permitiram calcular os valores dos
termos entdlpico (AH) e entropico (AS), respectivamente; ao passo que, a relacdo linear
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In a versus T possibilitou o célculo dos valores das diferencas de entalpia A(AH) e entropia
A(AS). As retas, obtidas a partir dos fatores de retencdo, para os enantidbmeros S-(-) e
R-(+)-verapamil, sao mostradas na Figura 43, enquanto que a reta, obtida em funcio dos fatores
de separacgdo, estd indicada na Figura 44.

Para ambos os enantiOmeros, a linearidade de In k e [n o versus T mostra que a FEQ ndo
se altera em conformacdo e que as interacOes enantiosseletivas envolvidas durante a separacio
permanecem inalteradas. Quando nao ocorre a dependéncia linear entre In k versus T, pode-se
dizer que a ndo linearidade desse grafico € atribuida a presenca de multiplos mecanismos de
retencdo (WAINER; BOOTH, 1996) e que a superficie da fase estaciondria € heterogénea
ocorrendo  variacbes conformacionais na fase estaciondria com a temperatura
(LEHOTAY et al., 2004; ROSA, 2005).

Os valores dos parametros termodinamicos dos enantiomeros do verapamil, determinados
a partir das inclinagdes e interseccoes das retas obtidas, sdo apresentados na Tabela 12. Os
valores negativos de AH sao indicativos de que € mais favordvel, energeticamente, aos
enantidmeros permanecerem na fase estacionaria (FRANCOTTE, 2001). O valor mais negativo
para o R-(+)-verapamil favorece uma maior interacdo com a FEQ e, consequentemente, maior
tempo de retencao.

A variacdo de entropia estd relacionada as variagdes de ordem-desordem de um sistema.
Quanto mais randdomico for o sistema, maior a sua entropia. Portanto, valores negativos de AS
indicam um aumento na ordem do sistema cromatogréafico para cada enantiomero ser transferido
da fase movel para a fase estacionaria (GOOSSENS et al., 2004; ROSA, 2005).

Quanto aos parametros A(AH) e A(AS), também foram encontrados valores negativos,
indicando que a transferéncia dos enantidmeros das fases mdvel para a estaciondria € o processo
de separacdo sdo governados entalpicamente (GOOSSENS et al., 2004).

Finalmente, o valor calculado para a temperatura isoenantiosseletiva (7j,) foi de
790,01 °C (1063,16 K). Conforme relatado na Secdo 2.5.4, tal parametro define a temperatura na
qual os termos entélpicos e entrépicos sdo balanceados e a = 1[A(AG) = 0], ou seja, ndo ha

separacao.
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Tabela 12. Parametros termodinamicos da separacdo dos enantiomeros do verapamil em coluna

quiral Chiralpak® AD

Parametro termodinimico S(-)-verapamil R-(+)-verapamil
AH ® (kJ.mol™) - 16,36 -17,48
AS® (J. K" .mol™) - 45,39 - 46,64
AAH) © (kJ.mol™) -1,01
AAS) @ (J.K " .mol™) -0,95
T (K) 1063,16

@ Parametro obtido a partir da inclinacio do grifico In k vs. 1/T; ® Parimetro obtido a partir da
interseccdo do grafico In k vs. 1/T; © Pardmetro obtido a partir da inclinagdo do grafico In a vs. I/T; ¥
Parimetro obtido a partir da intersec¢do do grafico /n a vs. I/T; © Calculado da equagio T}, = A(AH)/
A(AS).

Para a faixa de temperatura utilizada no presente trabalho, pode-se afirmar que o sistema
foi controlado por efeitos entélpicos, pois T < Tj,. Isso significa seguramente que, a ordem de
eluicdo dos enantiomeros foi mantida em todos os experimentos, ndo havendo inversdo. Acima

da T, caso fosse possivel realizar a separacio, o processo seria controlado através da entropia.

4.3. EXPERIMENTOS COM SOLUCOES CONCENTRADAS

4.3.1. Perfis de eluicao em condicoes de sobrecarga (overload) na coluna Chiralpak® AD

Para o estudo dos perfis de eluicio dos enantidmeros do verapamil em condi¢des de
sobrecarga (overload) na coluna, adotou-se 0 método em que se emprega a variacdo do volume
de injecdo a partir de uma dnica solu¢do concentrada da mistura racémica do farmaco, devido a
sua elevada solubilidade (110 g L") na fase mével.

Na Figura 45 sdo apresentados os perfis de elui¢do para os diferentes volumes de injegdo
(20, 50, 100, 200, 500, 600 e 800 uL) de uma solug¢do de verapamil racémico na concentracio de

10g L'], com vazdo da fase movel de 1,0 mL min!e temperatura controlada de 25 °C.
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Pode-se notar uma leve redu¢do dos tempos de reten¢do a medida que ocorre o aumento
nos volumes de injecdo. Conforme reportado por Guiochon et al. (1994), quando se aumenta a
massa injetada na coluna, hd maior quantidade de moléculas competindo pelos sitios de adsorcao
disponiveis e a saturacdo da coluna tende a acontecer mais rapidamente. Seidel-Morgenstern e
Guiochon (1993) também explicam que o aumento da massa de soluto leva a diminui¢do da
inclinacao das isotermas de adsor¢do e isto conduz ao decréscimo nos tempos de reten¢ao.

Nota-se que, a largura de base dos picos sofreu uma pequena expansdo, cujo efeito
refletiu-se no aumento da assimetria dos picos cromatograficos. Observa-se ainda que, para uma
massa injetada de 5 mg (volume de injecdo igual a 500 uL) a coluna apresentou sinais de
saturacgdo, isto é, ocorreu o chamado “toque de bandas™ dos picos com a elevacdo da linha de

base entre eles.
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Figura 45. Perfis de eluicdo do verapamil em condi¢des de sobrecarga na coluna Chiralpak®
AD (100 x 10 mm; 20 pm). Volumes de injecdo: 20 uL (preto); 50 uL (vermelho); 100 uL (azul);
200 pL (verde); 500 puL (laranja); 600 puL (cinza); e 800 uL (roxo). Fase moével, n-hexano:
isopropanol: etanol: dietilamina 90:5:5:0,1 % (v/v/v/v); vazao, 1,0 mL min'l; deteccao, 260 nm;

temperatura, 25 °C; concentracdo, 10 g | I
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Conforme descrito no Capitulo 3 (Secdo 3.2.3.1), o estudo dos perfis de elui¢io sob
condi¢cdes de sobrecarga na coluna torna-se util a obtencdo dos parametros das isotermas de
adsor¢do nao-linear e de suas respectivas curvas para ambos os enantiomeros. Tomando-se os
tempos de retencdo a meia altura das frentes dos picos cromatogrificos, podem-se estimar os
parametros da isoterma de adsor¢do de Langmuir Competitiva Modificada e obter,
consequentemente, a curva das respectivas isotermas com o auxilio do software HELP®.

A Tabela 13 mostra os tempos de retengdo a meia altura das frentes dos picos, obtidos

experimentalmente, para os enantiomeros do farmaco verapamil.

Tabela 13. Tempos de retencdo a meia altura da frente dos picos cromatograficos no estudo de

sobrecarga em coluna semi-preparativa Chiralpak® AD

Tempo de retencio a meia altura das frentes
Volume de injecio ~ Massa injetada . .
dos picos (min)

(uL) (mg) . ;
S-(-)-verapamil R-(+)-verapamil

20 0,2 20,69 25,83
50 0,5 20,58 25,67

100 1,0 20,00 24,80

200 2,0 20,15 25,10

500 5,0 19,40 24,17

600 6,0 19,12 23,73

800 8,0 18,83 23,37

Os resultados apresentados indicam que € possivel trabalhar em condi¢des de
concentracdes e volumes de injecdo elevados, permitindo obter separacdes dos enantidomeros em
escala preparativa. Vale ressaltar que, em condi¢cdes de sobrecarga, os perfis de elui¢do sdo
controlados pela termodindmica de adsor¢do e os efeitos de transferéncia de massa sdo

despreziveis (GUIOCHON et al., 1994; SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).
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4.3.2. Isotermas de Adsorc¢ao

A partir das curvas de isotermas de adsor¢ao, podem-se obter informagdes a respeito do
equilibrio que se estabelece para os enantidmeros, entre as fases movel e estaciondria, durante a
passagem pelo leito recheado. No presente trabalho, as isotermas de adsorcao dos enantiomeros
do verapamil foram obtidas através de (i) simulacdes realizadas pelo HELP® (Secao 3.2.3.2) em
que se inseriram no software resultados experimentais de pulsos analiticos e de perfis de eluicao
em condi¢des de sobrecarga da coluna, e através de (ii) experimentos, aplicando-se o método da

andlise frontal para temperatura de 25 °C e vazdo de 2,0 mL min™, conforme apresentado na

Secdo 3.2.3.2.
4.3.2.1. Isotermas de adsorc¢ao simuladas pelo software HELP®

A principio, foram inseridos no software (Figura 46) valores dos parametros geométricos
da coluna Chiralpak® AD, tais como o didmetro interno, o comprimento efetivo e o tamanho das
particulas e, resultados experimentais de injecdes analiticas, isto €, os tempos de retencdo dos

N - .-
enantidmeros para vazodes de 1,0 mL min™.

Eopos |

Files View 7

Analytical injection l Adsorption izotherm ] Hydrodynamics ]

Column parameters Analytical injection
Calumn diameter {cm) 1.0 Flawrate (mL/min) 1
Column length (cm 10
ah em) Fetention time 1 (i) 21.321

Bed density (kg/L) b.63 Fietention time 2 (min)  |26.825

Farticle size (um) 20

Figura 46. Dados referentes aos parametros geométricos da coluna cromatografica e resultados

experimentais decorrentes da inje¢do analitica.
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Posteriormente, foram introduzidos os resultados de sobrecarga da coluna (Figura 47),
voltados aos volumes de inje¢cdo (Vi,), as concentracdes de alimentacdo dos enantidmeros
(C1 e C2) e a seus respectivos tempos de reten¢do a meia altura das frentes dos picos de elui¢ao
(trl e tr2). Observa-se que, as concentracdoes C1 e C2, para cada volume injetado, equivalem a
metade da concentracdo utilizada nos estudos de sobrecarga da coluna (10 g L) pelo fato da
mistura ser racémica e, portanto, equimolar. Ressalta-se ainda que, em termos matemaéticos, trl e
tr2 representam os pontos de maximo para os enantidbmeros S-(-) e R-(+)-verapamil,
respectivamente, quando se aplica a derivada primeira em cada perfil de eluicao.

Os parametros da isoterma (Tabela 14) e suas respectivas curvas simuladas (Figura 48)
foram determinados de acordo com o modelo de Langmuir Competitivo Modificado
(Equacao 23), cujo termo linear estd relacionado aos sitios nao-seletivos da FEQ e o ndo-linear,

aos sitios de adsorcdo enantiosseletivos (NICOUD; SEIDEL-MORGENSTERN, 1996). O

software HELP® adota este modelo para a simulagao.

Doepo, ————

Files  Vigw 7

Analytical injection  Adsorption isothermn l Hydrodynamics ]

Overloaded injections
Q (mL{min) |Vinj (ul) |C1 (gfL) C2 (gfL) trl {min) tr2 (min) e’
inj 1 1 20 5 5 20.69167 25.83333
inj 2 1 50 5 5 20.58333 25.67500
inj 3 1 100 5 5 20.00000 24.80000
inj 4 1 200 5 5 20.15000 25h.10000
inj 5 1 500 5 5 19.40000 24.17500
inj 6 1 600 5 5 19.11667 23.72500 a3
Isotherms parameters
_ NE A | m® N
C=AC+—s""— Espl  [45 1.8583 30
1+ K G + K, G Esp2 45 4.0483 30
CALCULATE |

Figura 47. Dados experimentais dos tempos de retencdo a meia altura das frentes dos picos de

eluicdo obtidos em condi¢des de sobrecarga da coluna e, parametros das equacdes das isotermas,

obtidos por simulagao.
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Tabela 14. Valores dos parametros das isotermas de adsorcao estimados pelo HELP®

A . ~ E3
Parametros das isotermas de adsorgao( )

Enantiomero
Ai NK,; N (g/L) K; (L/g)
S-(-)-verapamil 4,5 1,8583 30 0,0619
R-(+)-verapamil 4,5 4,0483 30 0,1349

“0s parametros 4;, N e K; do modelo proposto pelo HELP® correspondem aos parametros h;, g, € b; da

Equacio (23), respectivamente.

Portanto, as equacdes que descrevem o modelo das isotermas de adsor¢do propostas sio:

s 18583.C,
qs =43.Cy ) + (39)
1+0,0619.C,, +01349.Cy.,,
4,0483.C, .,
Trey =4I Cpeyy + (40)
1+0,0619.Cy,, +0.1349.C, .,

30.0

R-(+)-verapamil
25.0

20.0

S-(-)-verapamil

15.0

10.0

5.0+

Concentracao na fase estacionaria (g/L)

0.0 1
T T T T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Concentracao do enantiomero (g/L)

Figura 48. Isotermas de adsorcdo simuladas para os enantiomeros do verapamil na temperatura

de 25 °C utilizando-se coluna Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um).
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Conforme reportado por Mazzotti et al. (1997), para isoterma de adsor¢do do tipo
Langmuir Competitiva Modificada, a constante de Henry (He) é definida como a soma dos
parametros 4; (ou h;) (parametro linear) e NK; (ou ;) (adsortividade). Portanto, os valores de He
determinados a partir das isotermas simuladas estdo em concordancia com os valores obtidos por
experimentos de pulsos cromatograficos (Tabela 8, Secdo 4.2.3) para ambos os enantidomeros na

temperatura de 25 °C, como mostrado na Tabela 15.

Tabela 15. Comparacdo entre as constantes de Henry obtidas por pulsos cromatogréficos e por

isotermas de adsor¢@o simuladas a partir de dados experimentais.

Constante de Henry (He) — Temperatura, 25 °C

Método aplicado
(He) I 8(-)-verapamil (He) | R-(+)-verapamil
Pulso cromatogrdfico 6,35 8,56
Isoterma de adsor¢do 6,36 8,55
Erro absoluto (%) 0,16 0,12

4.3.2.2. Isotermas de adsorcao obtidas pelo método da analise frontal

As curvas de ruptura para o verapamil racémico foram obtidas em diferentes
concentracdes de alimentacdo visando determinar as isotermas de adsor¢do para os respectivos
enantiomeros do farmaco. A Figura 49 apresenta as curvas de ruptura para as concentragdes de
alimentacdo iguais a 2,5 e 5,0 g L, determinadas para a temperatura de 25 °C e vazdo de
2,0 mL min”.

Observando-se a Figura 49, nota-se que, para ambas as concentragdes, ha um rapido
deslocamento, com uma leve inclinacdo até a formagado dos platds intermediarios. Segundo Silva
Junior (2006), tal comportamento ocorre devido ao baixo efeito dispersivo apresentado pela
coluna Chiralpak® AD. Antes da completa saturacdo da coluna, ou seja, antes de se atingir o
estado de equilibrio (platd superior), um novo deslocamento ocorre para as concentragoes
avaliadas, porém, com inclinacdes relativamente mais acentuadas. Esse comportamento deve-se,

provavelmente, a eluicao dos enantidmeros S-(-) € R-(+)-verapamil, remanescentes na coluna.
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Curvas de rupturas similares, com os mesmos comportamentos observados, foram obtidas
para os demais experimentos realizados com as diferentes concentracdes estudadas, porém, com

platos intermedidrios mais visiveis a baixas concentragdes de alimentacdo da mistura racémica.

Etapa de Adsor¢do ! _
— Etapa de Dessor¢do
—_—

(1) platd intermedidrio

(2) platd superior

T T T T T T T T T
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0

Tempo (min)

Figura 49. Curvas de ruptura do verapamil racémico nas concentragdes de alimentacdo iguais a

2,5 g L (vermelho) e 5,0 g L' (preto) para vazdo de 2,0 mL min™' e temperatura de 25 °C.

As quantidades de ambos os enantidmeros adsorvidas na fase estaciondria (g) foram
calculadas pela Equacdo (18), a partir dos tempos de retencdo da primeira e segunda frente de
adsorcdo (try e try) (Figura 50). As concentragdes dos platos superior (Cy;) e intermedidrio (C,,;)
foram determinadas através dos perfis de concentracdo dos enantidmeros (Figura 51), obtidos
durante a formacdo das curvas de ruptura conforme método descrito na Secdo 3.2.3.2 (Método da
Andlise Frontal).

As isotermas de adsor¢do competitivas obtidas para os enantiomeros do verapamil, por
andlise frontal, sdo mostradas na Figura 52. Observa-se que as isotermas possuem uma regiao
inicial linear muito pequena, para baixas concentracdes, seguindo um comportamento de

adsorcao de acordo com a Lei de Henry. Com o aumento da concentragdo de alimentagao, a
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Figura 50. Derivada primeira das curvas de ruptura para obtencdo dos tempos de retencdo das
frentes de adsorcdo (tr; e tr,). Note que os valores de tr; e tr, para as concentragdes de 2,5 g L™

(vermelho) e 5,0 g L' (preto) correspondem aos pontos de maximo das curvas.
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Figura 51. Perfis de concentragdes dos enantiomeros (®) S-(-)-verapamil ¢ (0) R-(+)-verapamil

obtidos durante a elui¢io da mistura racémica nas concentragdes de alimentagdo 2,5 g L'

(vermelho) e 5,0 g L! (preto).
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inclinacdo da isoterma decresce, assumindo um comportamento nio-linear. Conforme reportado
por Guiochon et al. (1994), esse comportamento deve-se ao decréscimo da quantidade adsorvida
do enantidmero menos retido em equilibrio com a solucdo e ao aumento da concentracdo do
enantidmero mais retido. A &4rea superficial do adsorvente (FEQ) capaz de acomodar os
enantidmeros na camada de adsorcdo € limitada e o nimero total de moléculas que podem ser
acomodadas € finito. Portanto, com o aumento da concentracdo, as moléculas competem pelo
acesso aos sitios de adsor¢do e as mais fortemente adsorvidas tendem a excluir as mais
fracamente adsorvidas, fenomeno este que determina o cardter competitivo do sistema
(SILVA JUNIOR, 2006).

Os parametros das isotermas de adsor¢cdo (Tabela 16) do modelo Langmuir Competitivo
Modificado foram estimados por um ajuste ndo-linear, utilizando o software MATLAB® (versao

R2009b).

30.0 O

25.0 o .,-

20.0 .7 PR

15.0 ’ -

10.0 Z e

5.0 1 P

0.0+
T T T T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

Concentracao na fase estacionaria (q) (g/L)

Concentracao do enantiomero (g/L)

Figura 52. Isotermas de adsor¢do competitivas do verapamil obtidas por experimentos de andlise
frontal a vazio de 2,0 mL min para temperatura de 25 °C. (®) S-(-)-verapamil e
(©) R-(+)-verapamil. Dados experimentais ajustados ao modelo de Langmuir competitivo

modificado.
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Tabela 16. Valores dos parametros das isotermas de adsorcao estimados pelo Matlab®

Parametros das isotermas de adsorc¢iao

Enantiomero
h; Vi qs (g/L) bi (L/g)
S-(-)-verapamil 2,3 3,97 96,83 0,041
R-(+)-verapamil 2,5 5,68 57,96 0,098

As equacdes que descrevem o modelo (Equagdes 41 e 42) sao dadas por:

397.C

=23.C,_ + 0 41
56 SO T 110,041.C,, +0,098.Cp., D
qRH) _ 2’5'CR(+) N 5,68.CR(+) (42)
1+0,041.C,, +0,098.Cy.,

Conforme mencionado na Secdo 4.3.2.1, a constante de Henry (He) € definida como a
soma dos parametros h; (parametro linear) e y; (adsortividade) (MAZZOTTI et al.,1997).
Portanto, nota-se que os valores de He determinados a partir das isotermas de adsorcdo estao
proximos aos valores obtidos por experimentos de pulsos cromatograficos (Tabela 8, Secdo 4.2.3)

para os enantiomeros na temperatura de 25 °C, como mostrado na Tabela 17.

Tabela 17. Comparacdo entre as constantes de Henry obtidas por pulsos cromatogréficos e por

isotermas de adsor¢do obtidas a partir da andlise frontal.

Constante de Henry (He) — Temperatura, 25 °C

Método aplicado
(He), S(-)-verapamil (He), R-(+)-verapamil
Pulso cromatogrdfico 6,35 8,56
Isoterma de adsorcdo 6,27 8,18
Erro absoluto (%) 1,26 4.44
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Ressalta-se ainda que, a razdo entre as constantes de Henry para os enantidbmeros mais
retido (R-(+)-verapamil) e menos retido (S-(-)-verapamil) fornece o valor do parametro

cromatografico seletividade (o), conforme Equagdo (43) (SARTOR, 2006):

B HeRm

a =
HeSH

(43)

Portanto, o valor da seletividade obtido através da razdo das constantes de Henry,
determinadas pela isoterma de adsor¢do (a = 1,30) estd em concordancia com o pardmetro obtido
por experimentos de pulso cromatografico (a = 1,34) (Tabela 7, Se¢do 4.2.2), cujo erro absoluto
foi de 2,98 %.

A capacidade de saturacdo (g,) para o R-(+)-verapamil foi igual a 57,96 g L™' enquanto
que para o S-(-)-verapamil foi de 96,83 g L. Esses valores, apesar de relativamente elevados,
sdo considerados valores intermediarios quando comparados com dados da literatura e com FEQs

disponiveis comercialmente (FRANCOTTE, 2001; MIHLBACHLER et al., 2002).
4.3.2.3. Comparaciao entre as isotermas de adsorcao competitivas

As isotermas de adsorcdo do tipo Langmuir competitiva modificada para os enantidbmeros
do verapamil, obtidas experimentalmente pelo método da andlise frontal (Figura 52) e,
determinadas através de simulagdes (Figura 48) pelo software HELP®, foram comparadas entre
si, conforme mostrado na Figura 53.

Pode-se observar que as isotermas de adsor¢do apresentaram perfis muito proximos uma
das outras o que, de fato, justifica a concordancia entre os valores simulados e experimentais
obtidos a partir de dois métodos distintos de determinacao de isotermas competitivas. Portanto, a
aplicacdo do método da andlise frontal comprova os resultados determinados pelo software e

transmite maior confiabilidade aos dados obtidos.
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Figura 53. Comparacdo entre as isotermas de adsorcdo competitivas obtidas, experimentalmente,

pelo método da andlise frontal ((®) S-(-)-verapamil; () R-(+)-verapamil) e determinadas, a partir

de simulacdes, pelo software HELP® (linha azul — S-(-)-verapamil; linha vermelha —

R-(+)-verapamil).
4.3.3. Separacio cromatografica continua dos enantiomeros do verapamil
4.3.3.1. Separacao continua na unidade VARICOL®
Parametros operacionais
Conforme reportado na Secdo 3.2.3.3 (Capitulo 3), os parametros operacionais para a
unidade VARICOL® foram obtidos a partir do software HELP®, considerando-se os resultados

experimentais dos perfis de eluicio em condi¢des de sobrecarga na coluna (Secdo 4.3.1), os

dados das injecOes analiticas (Secdo 4.3.2.1) e os valores dos parametros das isotermas de
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adsor¢do dos enantidmeros do verapamil (Secdo 4.3.2.1). Além disso, foram inseridos no
software dados referentes a queda de pressdo (AP/L) e ao nimero de pratos (Np) da coluna
cromatografica para duas vazdes distintas de fase moével, obtidos através da Equacdo (3)

(Secdo 2.3.2, Capitulo 2) (Figura 54).

=

Files View 7
Analytical injection ] Adsorption isotherm  Hydrodynarics l

Column efficiency

Flowrate (mL/min) |1 2
Numberof plates  [310 523

CALCULATE VIEW

HETP (cm)= |17 dpiom+ 03642 (mysec)

Pressure drop

Flowrate (mL/min) |1
Pressure (bar) 15

CALCULATE A—Lp(bar,."cm)= 279533y (omfsed)

Figura 54. Dados referentes a andlise hidrodindmica envolvendo a eficiéncia da coluna.

Também foram introduzidos no software dados referentes as condi¢des operacionais da
unidade (pressdo maxima de trabalho e as dimensdes das colunas cromatograficas utilizadas nos
experimentos) e as caracteristicas da alimentagdo do processo continuo (concentra¢do da mistura
racémica de verapamil na fase mdvel e a percentagem dos enantidomeros na mistura que, por ser

equimolar, corresponde ao valor de 50 %) (Figura 55).

Portanto, com a introdu¢do dos resultados experimentais no HELP®, sdo fornecidos os
valores das vazdes das correntes de reciclo (Q..), extrato (Q.y), alimentacdo (Qr.q) € refinado
(Orapp), além do tempo de troca (periodo) das correntes na unidade, o nimero de colunas por zona

de transferéncia de massa (Zonas I, II, IIT e IV) e o nimero de pratos (N,) por coluna (Figura 56).
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Figura 55. Dados referentes as condicdes operacionais da unidade e as caracteristicas da

alimentacdo do processo.
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Figura 56. Dados de parametros operacionais propostos pelo software HELP® e introduzidos na

unidade VARICOL®.

A separacdo dos enantidmeros do verapamil foi realizada na unidade VARICOL®
utilizando-se seis colunas semi-preparativas Chiralpak® AD (100 x 10 mm, 20 um), conectadas
em série com concentracio de alimentacdo da mistura racémica do farmaco de 12,5 g L™, com
temperatura de operacdo mantida constante e igual a 25 °C. A unidade operou com configuracdo
(ntimero de colunas por zona) de 0,98/ 2,66/ 1,40/ 0,96. Os parametros operacionais do processo

estdo dispostos na Tabela 18.
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Tabela 18. Parametros operacionais para separacdo dos enantiomeros do verapamil na unidade

VARICOL®

Parametros do processo Descricao e valores experimentais

Configuracio (coluna por zona) 0,98/ 2,66/ 1,40/ 0,96

Fase estacionaria tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose

Fase mével n-hexano: isopropanol etanol dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,
v/IvIviv)

Numero de colunas 6 colunas com 6 g de FEQ por coluna

Comprimento da coluna 10 cm

Diametro da coluna I cm

Concentragdo de alimentacdo 12,5 g/L

Vazio de alimentacdo 0,61 mL/min

Vazdo de eluente 3,87 mL/min

Vazao de reciclo 10,53 mL/min

Vazéo de extrato 3,04 mL/min

Vazao de refinado 1,44 mL/min

Vazao na zona | 10,53 mL/min

Vazao na zona II 7,49 mL/min

Vazao na zona II1 8,10 mL/min

Vazao na zona IV 6,66 mL/min

Tempo de troca das correntes 2,8 min

Tempo de ciclo do processo 16,8 min

Comprimento efetivo da coluna | 9,8 cm

Comprimento efetivo da coluna II 26,6 cm

Comprimento efetivo da coluna I1I 14,0 cm

Comprimento efetivo da coluna IV 9,6 cm

Temperatura 25°C

Pressao 30 bar
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Variaveis de desempenho do processo

Na Tabela 19 estdo dispostos os valores das varidveis de desempenho do processo
(pureza, produtividade, recuperacdo e consumo de solvente), obtidos durante a separagdo

cromatografica continua dos enantidmeros do verapamil na unidade VARICOL®.

Tabela 19. Varidveis de desempenho para a separa¢do dos enantiomeros de verapamil na unidade

VARICOL®

Variaveis de desempenho Valores experimentais

Pureza enantiomérica S-(-)-verapamil 93,0 %

Pureza enantiomérica R-(+)-verapamil 92,0 %

Produtividade © S-(-)-verapamil 0,18 kg/kg dia
Produtividade ® R-(+)-verapamil 0,20 kg/ kg dia

Recuperacao S-(-)-verapamil 81,0 %

Recuperacao do R-(+)-verapamil- 84,0 %

Consumo de solvente 1,46 L/ (g de mistura racémica alimentada)

@ produtividade expressa em quilogramas de enantidmero por quilogramas de FEQ por dia.

As purezas dos enantidmeros foram determinadas experimentalmente utilizando-se uma
coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 pm) (Chiral Technologies®/ Japdo), recheada
com fase estaciondria quiral tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose, em cromatdgrafo liquido
(Figura 22).

Ao decorrer dos ciclos de operacdao da unidade, foram coletadas fracdes das correntes de
saida e analisadas para a quantificacdo da pureza dos enantidmeros no extrato (Figura 57) e
refinado (Figura 58). Também foram obtidos os valores das purezas enantioméricas globais,
correspondentes a 92,0 % e 93,0 % para as correntes de extrato (R-(+)-verapamil) e refinado
(S-(-)-verapamil), respectivamente (Tabela 19). A pureza global refere-se as fracdes coletadas ao

longo de todos os ciclos de operacdao da unidade VARICOL®. As purezas para as correntes de
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extrato (Figura 59) e refinado (Figura 60) foram determinadas através da razdo entre as

respectivas dreas dos picos cromatogréficos referentes a cada enantidmero do farmaco.
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Figura 57. Purezas dos enantidmeros (®) S-(-)-verapamil e (©) R-(+)-verapamil na corrente de

extrato, obtidas ao decorrer dos ciclos de operacdo da unidade VARICOL®.
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Figura 58. Purezas dos enantiomeros (®) S-(-)-verapamil e (o) R-(+)-verapamil na corrente de

refinado, obtidas ao decorrer dos ciclos de operagdo da unidade VARICOL®.
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Figura 59. Cromatograma obtido para andlise de pureza do enantidmero R-(+)-verapamil na
corrente de extrato. Fase movel, n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,

v/v/v/v); coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 um); vazdo, 1,0 mL min‘l; deteccao,

270 nm; volume de injecdo, 20 pL.

Visando avaliar o comportamento do processo de separacdo e a distribuicdo das
concentracdes das correntes de extrato e refinado ao decorrer das zonas de separacdo durante um
ciclo operacional completo, foram obtidos os perfis internos de concentracido para o ciclo 30.
Coletaram-se amostras em tempos especificos para o ciclo selecionado e determinaram-se as
concentracdes dos enantidmeros para as duas correntes de saida da unidade. Os perfis internos,
obtidos experimentalmente, foram comparados aos perfis internos simulados pelo software
HELP® (Figura 61). Nota-se que os perfis apresentaram comportamentos proximos o que, de

fato, garante um desempenho satisfatério do processo de separacgao.
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Figura 60. Cromatograma obtido para andlise de pureza do enantidbmero S-(-)-verapamil na
corrente de refinado. Fase mdvel, n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,

v/v/v/v); coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 um); vazdo, 1,0 mL min‘l; deteccao,

270 nm; volume de injecdo, 20 pL.

Os enantiomeros separados com suas respectivas purezas globais foram submetidos a
andlise de rotacdo Optica especifica, em que se obtiveram valores de [ap] iguais a (+) 7,8 e (-) 8,2
para o R-(+)-verapamil e S-(-)-verapamil, respectivamente, para temperatura de 25 °C. Na
literatura s@o reportados valores, para os enantidmeros puros do farmaco, de () 8,8 (BHUSHAN;
GUPTA, 2005). Portanto, a diferenga nos valores de [ap] deve-se a obten¢do dos enantidmeros

nao completamente puros no presente trabalho.
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Figura 61. Perfis internos de concentracdo simulados pelo HELP® para as correntes de extrato
(linha verde) e refinado (linha vermelha) e, obtidos experimentalmente, durante a separa¢do dos

enantiomeros (®) S-(-)-verapamil e (0) R-(+)-verapamil no ciclo operacional 30.

4.3.3.2. Separacao continua na unidade LMS
Parametros operacionais

Os parametros operacionais da unidade LMS foram determinados de forma similar
daqueles obtidos para a unidade VARICOL®, ou seja, através do HELP®. Inseriu-se no
software, portanto, os mesmos resultados experimentais apresentados nas Se¢des 4.3.1 e 4.3.2.1 ¢
dados contidos nas Figuras 54 e 55 (Secao 4.3.3.1).

Foram obtidos, apenas, valores distintos para as vazdes das correntes do processo
(reciclo, extrato, refinado e eluente) e para a configuracdo do leito cromatografico que, por se

tratar de um leito mével simulado, a unidade foi operada com as zonas de separagdo contendo
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nimeros inteiros de colunas quirais (1/3/1/1). Os parametros operacionais para a separacao dos

enantiomeros do verapamil na unidade LMS estdo dispostos na Tabela 20.

Tabela 20. Parametros operacionais para separacdo dos enantiomeros do verapamil na unidade

LMS

Parametros do processo Descricao e valores experimentais
Configuracao (coluna por zona) 1/3/1/ 1
Fase estacionaria tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose

Fase mével n-hexano: isopropanol etanol dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,

vIvIvIv)
Numero de colunas 6 colunas com 6 g de FEQ por coluna
Comprimento da coluna 10 cm
Diametro da coluna I cm
Concentragao de alimentacdo 12,5 g/L
Vazao de alimentagdo 0,61 mL/min
Vazao de eluente 3,43 mL/min
Vazéo de reciclo 10,04 mL/min
Vazio de extrato 3,7 mL/min
Vazio de refinado 0,33 mL/min
Vazao na zona | 10,04 mL/min
Vazao na zona II 6,34 mL/min
Vazao na zona III 6,95 mL/min
Vazao na zona IV 6,62 mL/min
Tempo de troca das correntes 2,8 min
Tempo de ciclo do processo 16,8 min
Comprimento efetivo da coluna I 10,0 cm
Comprimento efetivo da coluna II 30,0 cm
Comprimento efetivo da coluna III 10,0 cm
Comprimento efetivo da coluna IV 10,0 cm
Temperatura 25°C
Pressao 30 bar
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Variaveis de desempenho do processo

Na Tabela 21 estdo dispostos os valores das varidveis de desempenho do processo
(pureza, produtividade, recuperacdo e consumo de solvente), obtidos durante a separagdo

cromatografica continua dos enantidmeros do verapamil na unidade LMS.

Tabela 21. Varidveis de desempenho para a separagao dos enantiomeros de verapamil na unidade

LMS

Variaveis de desempenho Valores experimentais

Pureza enantiomérica S-(-)-verapamil 93,0 %

Pureza enantiomérica R-(+)-verapamil 88,0 %

Produtividade © S-(-)-verapamil 0,08 kg/kg dia
Produtividade ® R-(+)-verapamil 0,32 kg/ kg dia

Recuperacao S-(-)-verapamil 80,0 %

Recuperacao do R-(+)-verapamil- 81,0 %

Consumo de solvente 1,40 L/ (g de mistura racémica alimentada)

@ Produtividade expressa em quilogramas de enantiémero por quilogramas de FEQ por dia.

Assim como reportado na Sec¢do 4.3.3.1, as purezas dos enantidmeros foram determinadas
experimentalmente utilizando-se uma coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 pm)
(Chiral Technologies® Japdo), recheada com fase estaciondria quiral tris (3,5-
dimetilfenilcarbamato) de amilose, em cromatdgrafo liquido (Figura 22).

Ao decorrer dos ciclos de operacdo da unidade, foram coletadas fracdes das correntes de
saida e analisadas para a quantificacdo da pureza dos enantidmeros no extrato (Figura 62) e
refinado (Figura 63). Também foram obtidos os valores das purezas enantioméricas globais,
correspondentes a 88,0 % e 93,0 % para as correntes de extrato (R-(+)-verapamil) e refinado (S-
(-)-verapamil), respectivamente (Tabela 21). As purezas para as correntes de extrato (Figura 64) e
refinado (Figura 65) também foram determinadas através da razdo entre as respectivas areas dos

picos cromatograficos referentes a cada enantiomero do farmaco.
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Figura 62. Purezas dos enantidmeros (®) S-(-)-verapamil e (©) R-(+)-verapamil na corrente de

extrato, obtidas ao decorrer dos ciclos de operacdo da unidade LMS.
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Figura 63. Purezas dos enantiomeros (®) S-(-)-verapamil e (0) R-(+)-verapamil na corrente de

refinado, obtidas ao decorrer dos ciclos de operagdo da unidade LMS.
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Visando avaliar o comportamento do processo de separacdo e a distribuicdo das
concentracdes das correntes de extrato e refinado ao decorrer das zonas de separacdo durante um
ciclo operacional completo, foram obtidos os perfis internos de concentragdo para o ciclo 23.
Coletaram-se amostras em tempos especificos para o ciclo selecionado e determinaram-se as
concentracdes dos enantidmeros para as duas correntes de saida da unidade. Os perfis internos,
obtidos experimentalmente, foram comparados aos perfis internos simulados pelo software
HELP® (Figura 66). Nota-se que os perfis apresentaram comportamentos proximos, situagdo esta
em que se comprova o bom desempenho do processo de separagao.

Os enantiomeros separados com suas respectivas purezas globais, assim como na Se¢ao
4.3.3.1, também foram submetidos a andlise de rotagcdo Optica especifica, obtendo-se valores de
[op] 1guais a (+) 7,5 e (-) 8,2 para o R-(+)-verapamil e S-(-)-verapamil, respectivamente, a 25 °C.
Tais resultados também diferiram dos valores reportados na literatura, justificado pela obtencao

de enantidmeros parcialmente puros.
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Figura 64. Cromatograma obtido para andlise de pureza do enantiomero R-(+)-verapamil na
corrente de extrato. Fase modvel, n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,
v/v/v/v); coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 um); vazdo, 1,0 mL/min; deteccao,

270 nm; volume de injecdo, 20 pL.
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Figura 65. Cromatograma obtido para andlise de pureza do enantidmero S-(-)-verapamil na
corrente de refinado. Fase movel, n-hexano: isopropanol: etanol: dietilamina (90: 5: 5: 0,1 %,
v/v/v/v); coluna analitica Chiralpak® AD (250 x 4,6 mm, 10 pm); vazao, 1,0 mL/min; deteccao,
270 nm; volume de injecdo, 20 pL.

E vilido ressaltar que, os dados apresentados neste trabalho cientifico constituem o
primeiro conjunto completo de resultados obtidos em escala mundial decorrentes do uso da
cromatografia continua operada nos modos LMS e Varicol® para a separacdo dos enantiomeros
do farmaco verapamil. Este fato, seguramente, garante a originalidade dos resultados alcancados,

principalmente, nas dreas de pesquisas do ramo.
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Figura 66. Perfis internos de concentragdao simulados pelo HELP® para as correntes de extrato

(linha verde) e refinado (linha vermelha) e, obtidos experimentalmente, durante a separacdo dos

enantiomeros (®) S-(-)-verapamil e (0) R-(+)-verapamil no ciclo operacional 23.
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Capitulo 5

CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusoes finais

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os enantidmeros do farmaco
verapamil foram satisfatoriamente separados em coluna Chiralpak® AD na escala
semi-preparativa. A separacdo ocorreu, praticamente, até a linha de base para todas as
temperaturas avaliadas, porém, empregando-se a menor vazdo de fase movel. Os parametros
cromatograficos obtidos (fatores de retencao, seletividade e resolucao) enquadraram-se nas faixas
de valores reportados na literatura que classificam a separacdo como completa.

A coluna quiral foi caracterizada com relac@o a porosidade total, do leito e das particulas
do adsorvente, aplicando-se o método da anélise dos momentos. Mesmo para elevadas vazdes da
fase movel, a coluna apresentou baixa queda de pressdo, tornando-se possivel desenvolver a
separacao do farmaco racémico nas escalas semi-preparativa e preparativa.

As constantes de Henry obtidas para diferentes temperaturas apresentaram-se
relativamente elevadas, revelando a grande afinidade existente entre os enantidmeros e a fase
estaciondria tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) de amilose. O enantidomero R-(+)-verapamil
apresentou maior afinidade, com valores das constantes de equilibrio superiores ao do seu
antipoda 6ptico, o S-(-)-verapamil.

Para as maiores temperaturas avaliadas, a coluna Chiralpak® AD apresentou uma rapida
cinética de transferéncia de massa, justificada pelos maiores valores dos coeficientes de
transferéncia de massa global obtidos. No entanto, para baixas temperaturas, o fendbmeno ocorreu
de forma mais lenta, comprovado pelo maior alargamento das bandas dos picos de elui¢do. Por

outro lado, o coeficiente de dispersao axial sofreu pouca variagdo entre os enantiomeros.
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Quanto aos parametros termodinamicos, foram obtidos valores negativos para as entalpias
de adsorcdo indicando que a permanéncia dos enantiomeros adsorvidos na fase estaciondria é
energeticamente mais favordvel para o processo. Os valores negativos de entropia mostraram um
aumento na ordem do sistema quando os enantiomeros sao transferidos das fases mével para a
estaciondria. Constatou-se também que a separacao enantiomérica foi governada pela entalpia.

As isotermas de adsor¢do competitivas foram obtidas através de simulagdes
computacionais, aplicando-se o software HELP® e, experimentalmente, a partir do método
dindmico da andlise frontal. As curvas das isotermas foram satisfatoriamente ajustadas ao modelo
de Langmuir Competitivo Modificado para a faixa de concentracdo utilizada. Os perfis simulado
e experimental das isotermas mostraram-se préximos, justificando a concordancia entre os
resultados obtidos a partir de dois métodos distintos para obten¢do de isotermas de adsorcao.

Em condigoes de sobrecarga (overload) da coluna, os tempos de retencdo dos
enantidmeros diminuiram com o aumento do volume de injecdo, comportamento este
caracteristico de isotermas do tipo Langmuir competitivas. Os resultados de sobrecarga
mostraram a possibilidade em se trabalhar com concentracdes racémicas e volumes de injecao
elevados, permitindo desenvolver as separagdes quirais do farmaco em larga escala.

Finalizando, pode-se afirmar que, com base nos resultados apresentados, foi possivel
determinar os parametros operacionais para as unidades LMS e VARICOL®. A separacdo dos
enantidmeros do verapamil por processo continuo multicolunas mostrou-se promissora, obtendo-
se valores satisfatorios para as varidveis de desempenho, principalmente em se tratando do grau
de pureza enantiomérica.

Ressalta-se novamente que, os dados apresentados neste trabalho de pesquisa constituem
o primeiro conjunto completo de resultados obtidos em escala mundial decorrentes do uso da

cromatografia continua para a separa¢cdo dos enantiomeros do firmaco racémico verapamil.

5.2. Sugestoes para trabalhos futuros

Diante das conclusdes obtidas, propdem-se algumas sugestdes para a continuidade deste

trabalho. Sdo elas:
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Desenvolver a separa¢do dos enantiomeros do verapamil em colunas quirais Chiralpak®
AD analiticas visando determinar os parametros termodinamicos e de transferéncia de

massa e, posteriormente, compara-los aos parametros obtidos neste trabalho;

Realizar estudos de separacdo dos enantiomeros do verapamil nas unidades VARICOL®
e LMS variando-se a concentragdo de alimentagdo do processo e o nimero de colunas

quirais nas zonas de transferéncia de massa (separacdo);

Aplicar outras estratégias, como o método das ondas estaciondrias e o método dos
volumes de separagdo, para a obtengdo dos parametros operacionais do processo continuo

multicolunas, visando a separacdo da mistura racémica do verapamil;

Promover o estudo econdmico, ou seja, a andlise de custos, para a separacdo

cromatografica continua da mistura racémica do farmaco;

Realizar a separa¢do do verapamil racémico em outras fases estaciondrias quirais com a

avaliacdo de outros solventes para a fase movel,

Determinar isotermas de adsor¢do competitivas por outros métodos citados na literatura
para comparacdo dos valores da quantidade adsorvida do firmaco verapamil na fase

estacionaria utilizada.
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Apéndice A

Espectro de absorc¢ao

Obteve-se um espectro de absor¢do no UV-VIS com a mistura racémica do verapamil
(0,5 mg mL™) solubilizada em fase mével. A Figura 67 mostra a variacio de absorbancia do
farmaco em funcdo do comprimento de onda. Pode-se observar que ha resultado de absorbancia
para a mistura na faixa compreendida entre 260 a 290 nm. Nos experimentos foram utilizados

comprimentos de onda iguais a 270 nm, salvo quando mencionado outro valor.
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Figura 67. Espectro de absor¢do no UV-VIS para a mistura racémica do farmaco verapamil

(0,5 mg mL'l).
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Apéndice B

Curva analitica

No presente trabalho, as curvas analiticas (Figuras 68 e 69) sdo referéncias que se t€m
para a determina¢do da concentragdo das amostras coletadas ao longo do perfil das curvas de
ruptura, no quesito isotermas de adsorcdo e, indispensdveis a obtencdo das purezas
enantioméricas e dos perfis internos de concentra¢do quanto ao estudo do processo de separacio
cromatogréfica continua em LMS e VARICOL®.

As curvas analiticas foram obtidas pela inje¢do, em triplicata, de 20 uL da solucio da
mistura racémica de verapamil em diferentes concentracdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0;
8,0; 10,0; 20,0 mg mL‘l) em coluna analitica Chiralpak® AD (250 mm x 4,6 mm, 10 ym) a
25 °C. Como fase movel utilizou-se hexano: isopropanol: etanol: dietilamina nas propor¢des de
90:5:5:0,1 % (em volume), respectivamente

Os enantiomeros foram eluidos da coluna a uma vazao de 1,0 mL min"! e detectados a
270 nm. A média das dreas dos picos das injecdes de cada solucao foi utilizada para tragar as
curvas analiticas que sdo definidas como a concentracdo da inje¢do versus a drea dos picos de

resposta do pulso cromatogréfico.
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Figura 68. Curva analitica para o enantidmero S-(-)-verapamil (r2: 0,99829).
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Figura 69. Curva analitica para o enantiomero R-(+)-verapamil (r*=0,99898).
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Apéndice C

Viscosidade da fase movel

A viscosidade da fase movel (mistura terndria) foi calculada a partir da correlacao
proposta por Grunberg e Nissan (1949) (REID et al, 1987), para a temperatura de 25 °C
(Equacao 44).

In(n7,) = in In(n,) + (%)Z Zx,. x,G,; (44)

em que, x correspode a fracdo molar dos componentes da mistura; 7 refere-se a viscosidade dos
componentes individuais (em cP); e G € o parametro de interacdo entre os compontes i € j.

Desenvolvendo a Equagdo (44) para a mistura terndria, tem-se que:

1
ln(nm) = Xhex hl(nHEX )+ X Eron 1n(77EtOH )+ X1pa ln(anA )+ (E)(XHEX X Eron GEtOH/HEX +.

et Xy Xipa O i s i + X o X1iea O ipa s mon (45)

Tabela 22. Fracoes volumétrica e molar e viscosidade dos componentes da FM

Componente Fracao volumétrica Fracao molar Viscosidade (cP) (25 °C)
n-hexano 0,90 0,825 0,294
etanol 0,05 0,103 1,100
isopropanol 0,05 0,078 1,960

CALCULO DOS PARAMETROS DE INTERACAO (Gj)

O calculo dos parametros de interacdo G;; foram efetuados para todas as combinag¢des

possiveis dos componentes da solugc@o a temperatura de 25 °C (Equagdo 46). Vale ressaltar que,
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na Equacdo (46), o valor de W € nulo, pois a solucdo contém outros dtomos além de carbono e

hidrogénio (isto €, oxigé€nio presente nos alcoois).
G, =D.A =D A1+W (46)

em que, A corresponde a valores de contribuicdes de grupos (tabelados) disponiveis em Reid et

al. (1987).

Calculo de G gion/ HEX (i = etanol; j = n-hexano)

Pela Equacio (46), tem-se que:

Goon e =1(—0,100) + 0,096 + (-0,023)] —[2.(—0,100) + 4.(0,096)] + 0 =-0,211
Calculo de G 1ps/nEx (i = isopropanol; j = n-hexano)

Pela equacgdo (46), tem-se que:

G pu)x =12.(=0,100) + 0,204 + (—0,443)] —[2.(—0,100) + 4.(0,096)] + 0 = —0,623
Calculo de G 1pa/Eon (i = isopropanol; j = etanol)

Pela equacgdo (46), tem-se que:

G ps) mon =12.(=0,100) + 0,204 + (—0,443)] - [(—0,100) + 0,096 + (-0,023)] =—-0,412

A Tabela 23 mostra os valores dos parametros de interagdo Gj; calculados para todas as

possiveis combinag¢des dos componentes organicos.
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Tabela 23. Valores dos parametros de interacio (G;) para temperatura de 25 °C

Combinacao G;i (25 °C)
Etanol / n-hexano -0,211
Isopropanol / n-hexano -0,623
Isopropanol / etanol -0,412

Finalmente, aplicando-se a Equacao (45), foi possivel determinar a viscosidade da mistura

terndria (7,,), conforme calculo abaixo:

In(#,,) = 0,825.In(0,294) + 0,103.In(1,100) + 0,078.In(1,96) + (1/2).[0,825 . 0,103 . (-0,211) +
0,825 .0,078 . (-0,623) + 0,103 . 0,078 . (-0,412)]

Portanto, para a temperatura de 25 °C, a viscosidade da mistura terndria (7,,) € igual a

0,38 cP.

161



