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Resumo

QOcorre uma demanda crescente por métodos eficientes e de baixo custo para purificar
esterecisdmeros que formam molculas quirais, denominados de enantidmeros, nas
indtstrias farmacéutica, de aromas, inseticidas e de aditivos alimentares, onde ¢ fregiiente a
existénela desses compostos. Métodos cromatograficos se apresentam como uma
alternativa imporiante para a obtencfo de enantidmeros com alto grau de pureza,
especialmente para compostos com atividade bioldgica, onde grandes diferencas séo
observadas para a bioatividade dos dois enantibmeros. O desenvolvimento de processos
preparativos, o estudo experimental e a modelagem de colunas onde ocorrem 0s processos
de adsor¢io e eluigdio que sfo utilizados em cromatografia dependem em grande extensdo
da determinacfio experimental precisa de pardmetros fundamentais como a porosidade total
do leito e das particulas porosas além daqueles relacionados com o equilibric e a
transferéncia de massa. Colunas utilizadas na separagdo de misturas racémicas de
moléculas quirais utilizam fases estaciondrias que sfo constituidas de particulas
micromeétricas porosas, sendo o desenvolvimente de processos de separagfio geralmente
realizado com base em medidas efetuadas em colunas de pequeno tamanho preenchidas
com a mesma fase solida a ser utilizada em colupas maiores, devido & bmitada
disponibilidade de quantidades dos componentes a serem adsorvidos. Um procedimento

sistematico para a determinacfio de parémetros de interesse foi realizado neste trabalbo
| utilizando-se o método dos momentos com a utilizacdo de tragadores de diferentes massas
moleculares ¢ capacidade de adsor¢do, permitindo a obtenciio da porosidade total do
sistema e da porosidade das particulas da fase estaciondria triacetato de celulose
microcristalina. Os coeficientes de dispersdo axial e de transferéncia de massa em fase
diluida foram determinados para cinco diferentes temperaturas na faixa de 25°C a 50°C
utilizando-se injecdo em coluna de misturas racémicas do anestésico cetamina. Foi também
determinada a isoterma de adsor¢do na temperatura de 25°C e obtidos dados do efeito da
quantidade de soluto adsorvido no alargamento dos picos cromatograficos. Os resultados
desse trabalho servem de embasamento para o projeto de sistemas de separagho

preparativos como o de leito mével simulado.

Palavras-chave: cromatografia liquida de alta eficiéncia; massa - transferéncia; adsorgéio.



Abstract

There is a growing demand for efficient and low cost methods for the purification of the
stereoisomers from chiral molecules, named enantiomers, in the manufacturing of drugs,
flavours, pesticides and food additives, where these compounds are commonly
encountered. Chromatographic method is considered in nowadays an important alternative
for the production of enantiomers with high purity, especially for compounds appled to
biological systems, which discriminate between the two isomers. The development of
preparative processes, the experimental study and the modelling of columns where the
chromatographic processes of adsorption and elution take place depend strongly on the
experimental determination of some fundamental parameters. These are the total and
intersticial porosity of the bed of adsorbent particles, and equilibrium and mass transfer
parameters. Columns employed in the separation of racemic mixtures are packed with
stationary phases constituted of micrometric porous particles. The development of
separation processes at preparative scale are accomplished based on measurements made
with small size columns packed with the same stationary phase. A systematic procedure for
the determination of parameters was developed in the present work through the method of
moments with the utilization of tracers with different molecular weight and adsorption
capacities, allowing the measurement of the total porosity of the bed and the porosity of the
particles of the stationary phase microcrystalline celullose triacetate. The coefficients of
axial dispersion and mass transfer were determined through injections of racemic ketamine,
for five different temperatures ranging from 25 to 50°C. The adsorption isotherm was
determined in the temperature of 25 °C, and the effect of the amount of injected solute on
the peak shape was studied. The results of this work will represent a base for the project of
the experimental conditions of a preparative simulated moving bed plant.

Keywords: High performance liquid chromatography; mass transfer; adsorption
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Capitulo 1

1. Introducio

1.1, Os Enantiomeros

Enantiémeros sio isGmeros os quais diferem uns dos outros apenas pela maneira
como 0s atomos estdo dispostos no espago, mas gue sio idénticos no que diz respeito as
ligagBes atdmicas e a sua ordenacfio nas respectivas moléculas. Os enantidmeros pertencem
a classe de isdmeros também conhecidos como esterecisdmeros, cujas moléculas sio
imagens especulares uma da outra, que nfio se superpdem. Isdmeros, cujas moléculas nfio
sfo imagens especulares uma da outra sdo chamados de diastereoisémeros. A nfo
sobreponibilidade de um objeto e a sua imagem num espelho plano determina a existéncia
de enantidmeros ¢ também a causa deles possuirem atividade Optica; os enantidmeros

designam-se, por isso, freqlientemente, isémeros opticos.

A propriedade da quiralidade ou assimetria é compartilhada por objetos que ndo séo
superponiveis a sua imagem especular [Pirkle e Pochapsky, 1990]. As moléculas que nio
sdo sobreponivels as respectivas imagens num espetho plano dizem-se guirais [Morrison e
Boyd, 1983], conforme a representagio gréfica mostrada pela Figura 1.1. Quiralidade ¢ a
condi¢gdo necessaria ¢ suficiente para a existéncia de enantidmeros. Todas as moléculas
quirais tém enantidmeros € todas as moléculas ou objetos opticamente ativos sio quirais.
Por outro lado, uma molécula que se superpde a sua imagem especular € dita aquiral, é

opticamente inativa e ndo tem enantidmero [Allinger ef al, 1978].

A mistura equimolecular de dois enantidmeros é denominada forma racémica (ou

também racemato ou mistura racémica) [Sollomons, 1996], ou ainda par d/ [Allinger ef
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al., 1978]. Uma mistura racémica ¢ opticamente inativa; misturados os dois enantiémeros, a
rotacdio causada pelas moléculas de um dos isOmeros, é exatamente anulada por uma
rotagfo igual e de sinal contrario, causado por um nimero igual de moléculas do outro
{Morrisen ¢ Boyd, 1983].

Plano do espelho
a

I
t
i
i
|
i
i
H

L]

b 2 IR

Figura 1.1 — Representacfo esquematica de moléculas quirais.

Uma substincia opticamente ativa ¢ aquela que produz rotagéio do plano da luz
polarizada. Ao emergir da substancia opticamente ativa a luz polarizada apresenta plano de
vibragdo diferente do que tinha ao incidir nela. Se a rotagdo do plano de polarizagio for
para a direita, ou seja, no sentido do movimento dos ponteiros do relégio, a substincia diz-
se dextrogira (d), (+) ou (R); se a rotagiio for para a esquerda, ou seja, no sentido contrario
dos ponteiros do relogio, a substancia designa-se levdgira (1), (-) ou (S) [Morrison ¢ Boyd,
1983].

1.2, Colocacdo do Problema

Em um nivel molecular, quiralidade representa uma propriedade intrinseca dos
“pblocos estruturais da vida”, tais como aminodacidos e aglcares e, conseqgilentemente, oS
peptideos, proteinas e polissacarideos. Como um resultado, processos metabdlicos e
reguladores intermedidrios em sistemas biologicos sfio sensiveis & estereoquimica e
freqlientemente podem ser observadas respostas diferentes quando comparados as

atividades dos pares dos enantidmeros [Maier ef al, 2001].
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O conhecimento de que grande parte das drogas naturais existe na forma opticamente
ativa, além de estudos feitos nas ultimas décadas que demonstram diferen¢as nas atividades
biologicas entre pares de enantidmeros levaram a conscientizacfio da necessidade de que as
drogas sintéticas sejam produzidas em sua forma enantiomericamente pura. E comum a
existéncia de drogas que apresentam a mesma atividade biolégica, mas com poténcias
diferentes para cada enantidmero. O uso de tais drogas na forma racémica é preocupante,
uma vez que estas normalmente possuem mais de uma atividade bioldgica e a presenga de

efeitos colaterais néo € desejada [Cass ef al, 1997].

Implicacbes farmacologicas e farmacocinéticas estdo relacionadas a forma como a
droga age no Organismo, ou seja, como entra, interage ¢ deixa o corpo. O elevado grau de
estereoseletividade de muitos processos biologicos implica que, quando uma mistura
racémica ¢ administrada como uma droga, ambos enantidmeros nfo deveriam ter de ser
igualmente potentes. De fato, muito freqlientemente um deles representa o isdmero mais
ativo para uma determinada acfio, enquanto o outro poderia ser até mesmo ativo, mas de um
modo diferente contribuindo a efeitos colaterais, exibindo toxicidade, ou agindo como
antagbnico [Maier et al, 2001]. Pode-se citar, como exemplo, o caso da talidomida. Em
1963 descobriu-se que a droga causava terriveis defeitos congénitos em muitas criancas
recém-nascidas apos a utilizacio desta droga pelas mfes para aliviar as nuseas matinais.
Mais tarde comegaram a aparecer evidéncias indicando que um dos enantibmeros (R-
enantidmero) tinha o efeito de curar a ndusea matinal, enquanto o outro, que também estava
presente na droga comercial (¢ em quantidades iguais a da primeira) podia ser a causa dos
defeitos congénitos [Sollomons, 1996]. A prometazina é um exemplo raro de uma droga
que apresenta a mesma atividade biologica e poténcia para ambos os enantiémeros, no que

concerne a sua atividade anti-histaminica [Cass ef al., 1997].

Ha pares de estereoisdOmeros em que as diferencas de estrutura e, portanto de
propriedades entre ambos sfo tdo pequenas que todas as medidas fisicas que se podem
realizar, apenas a atividade Optica € capaz de distingui-los. A separacdo de uma mistura
racémica para a obtengfio de seus enantidmeros apresenta um grande desafio devido as
propriedades fisicas semelhantes e, por conseqliéncia, nio é possivel separd-los por
métodos tradicionais, tais como: destilagdo fracionada, cristalizagio fracionada ou
cromatografia. Dentro deste contexto, duas rotas sfo freqiientemente utilizadas para a

obtencdo de enantidmeros opticamente puros: a sintese estereoseletiva e a resolugo de uma
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mistura racémica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase estaciondria
quiral.

Embora a sintese assimétrica seja util para a preparaco de grandes quantidades de
material, 0o tempo requerido no seu desenvolvimento pode tornd-la mmpraticavel e nfo
atrativa, especialmente quando se necessita de apenas pequenas quantidades do
enantidmero. Neste caso, a resolugio de uma mistura enantiomérica € preferivel e tem-se
ainda como vantagem a produgfio dos dois enantidmeros, enquanto a sintese assimétrica
produz apenas um. Mesmo quando a sintese assimétrica € a opglo, faz-se necessdric um
método analitico preciso para a determinagfio do excesso enantiomérico obtido [Cass ef al.,
1997].

Assim, na preparacio ¢ analise de drogas quirais, € de vital importdncia separar suas
formas enantioméricas [Haginaka, 2002], para obter uma droga com poténcia adequada ¢
reduzir seus efeitos colaterais [Cass ef al, 1997]. A inddstria se vale de métodos
descobertos na pesquisa académica que, além de aprimorar os métodos de sintese, tem
utilizado as técnicas para separacdio de estereoisdmeros, as quais tém se mostrado
competitivo com os métodos sintéticos. Neste contexto, a cromatografia enantioseletiva em
fases estaciondrias quirais (FEQs) como ferramenta analitica para determinagfo de
composi¢Oes de misturas enantioméricas em estudos biologicos e farmacocinéticos é agora
uma técnica bem estabelecida. A aplicacio do método em uma escala preparativa para
producdo de materiais opticamente ativos em quantidades favoraveis para testes bioldgicos,
estudos toxicolégicos e até mesmo testes clinicos estd ganhando larga aceitagéio
[Francette, 1994].

1.3. Relevancia do Trabalho

Drogas quirais, agroquimicos, aditivos em alimentos e fragrdncias representam
classes de compostos com elevado potencial econdmico e cientifico [Maier ef al, 2001} e o
interesse no estudo destas classes de compostos tem crescido bastante nas duas tltimas
décadas, sendo a indlstria farmacéutica a principal responsavel pelo grande niimero de

pesquisas envolvendo estas classes de compostos.
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O interesse econdmico € a forga motriz no desenvolvimento de novas substincias
quirais ¢ melhorias tecnolégicas relacionados com o assunto [Maier ef al, 2001}. O
mercado das drogas quirais em 2000 ultrapassou a barreira dos 100 bilhdes de délares
[Rekoske, 2001]. Algumas dessas drogas sdo completamente novas, mas muitas sdo apenas

enantidmeros puros obtidos de racematos que, hoje, sfo vendidos como genéricos.

Agéncias, tais como a US Food and Drug Administration (FDA), geralmente t€m
como objetivo fundamental regular a eficicia clinica e a seguranga do consumidor na
determinacdo do que deve ser permitido para comercializacio de uma droga {De Camp,
1989]. Em 1992, um documento de quatro paginas foi publicado pelo FDA's Center for
Drug Evaluation and Research (CDER) enumerando, pela primeira vez, as diretrizes
formais de desenvolvimento para drogas estereoisoméricas. O CDER concluiu que, embora
os principios ativos tivessem sido previa e prosperamente desenvolvidos as drogas foram
implementadas como misturas racémicas € houve varios casos nos quais os enantidmeros
apresentaram diferentes impactos farmacologicos e toxicoldgicos, produzindo problemas
terapéuticos [Reskoke, 2001].

1.4. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo o estudo cinético e de equilibrio na separacdio
cromatografica do anestésico cefamina em seus enantidmeros puros utilizando o friacetato
de celulose microcristalina (MCTA) como fase estaciondria quiral. Como objetivos
especificos a realizacio de experimentos com solugdes diluidas para a caracterizagfio da
coluna quiral quanto a determinacgio das porosidades total e do leito, obtengéio de dados de
equilibrio de adsorgdo linear, de coeficientes de dispersio axial e de transferéncia de massa;
¢ experimentos com solucdes concentradas tiveram como proposta a obtengdo das
isotermas de adsor¢@o ndo-lineares, capazes de descrever de forma satisfatoria sistemas em
que as espécies de soluto presentes competem umas com as outras pelos sitios de adsorcéo
da fase estacionaria. O método empregado para a determinacdo das isotermas foi analise
frontal. Também foi realizado o estudo dos efeitos de alargamento das bandas

cromatograficas com o aumente do volume de injecdio do soluto na coluna.
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2. Revisao Bibliografica

O presente capitulo tem como objetive apresentar uma revisio da literatura sobre o
tema separacdo cromaiogrdfica de moléculas quirais tendo como um enfoque principal a
cromatografia quiral e a determinagfic de pardmetros importantes para um projeto de

ampliagdo de escala.

2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia € a técnica de separaco pela qual os componentes de uma mistura
podem ser separados permitindo a amostra (aralito) ser transportada através de um material
em leito empacotado (fase estaciondria) por uma fase mével fluida [Sewell e Clarke,
1987]. A separacdo cromatografica baseia-se na migracdo diferencial dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido as diferentes interagdes entre as duas fases imisciveis, a
fase mével e a fase estacionaria, e no alargamento de bandas, que ¢ dependente de

processos fisicos e nfo da diferenca de equilibrio [Cass e Dagani, 2001}.

Em cromatografia liquida, a tnica exigéncia é que a amostra seja solavel na fase
movel. Caso contrario, o soluto nfio pode ser transportado através da coluna pela fase
movel. Muitas moléculas bioquimicas ou sfio compostos ndo-volateis ou sdo decompostos
pelo aquecimento, por exemplo, as proteinas, ¢ no podem ser separadas através da
cromatografia a gas, mas elas podem ser separadas por cromatografia liquida com uma fase
movel adequada [Sewell e Clarke, 1987].
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € um tipo de cromatografia liquida
que emprega colunas recheadas de materiais especialmente preparados ¢ uma fase mével
que ¢ eluida sob altas pressbes. Ela tem a capacidade de realizar separagdes e andlises
quantitativas de uma grande quantidade de compostos presentes em vérios tipos de
amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéneia e

sensibilidade {Guimardes e Collins, 1997].

Os aparelhos empregados em CLAE, mostrados esquematicamente na Figura 2.1, sfo

chamados de cromatdgrafos ¢ liquido. Eles se caracterizam por terem os seguinies
componentes [Ciola, 2000]:

s Reservatorio e sistema de bombeamento da fase movel;
s Sistema de introducfo da amostra (injetor);

= (Coluna cromatografica;

= Sistemna de detecgfio (um ou mais detectores);

= Sistema de registro e tratamento de dados.

Medidor de
pressdo

‘—{ Bomba
J

4“".'\

Fase movel

Registrador
’ ' Detector
i

J

Figura 2.1 — Esquema bdsico de um equipamento de CLAE (Adaptado de Cass e Degani,
2001).
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Em cromatografia liquida, a forca da gravidade ou bombas peristalticas sc usadas
para forcar a fase mével atravessar a coluna. Na CLAE, uma bomba capaz de fornecer fase
movel a uma pressdo de até 6000 psi € usada. Na eluigdo isocrdtica, um Gmco eluente €
empregado e fornecido por uma {inica bomba. Na eluicdo gradiente ¢ aumentado & forga da
eluiciio da fase mével durante a corrida cromatogréfica para encurtar ¢ tempo de eluigdo do
componente da amostra mais fortemente retida. Isto pode ser feito por meio de um passo
gradiente ou gradiente continuo. Em um passo gradiente, a fase movel € abruptamente
trocada de um solvente por outro, enquanto que em um gradiente continuo, a forga de
eluicio da fase movel € gradativamente modificada pela mistura com o segundo solvente
com ¢ primeiro em varias propor¢des durante o curso da corrida cromatogréfica. Cada
eluente deve ter uma bomba independente ou, alternativamente, vélvulas proporcionais

devem ser utilizadas com uma tnica bomba [Fausnaugh, 1990].

A migraco diferencial ou movimento de um componente individual através da
coluna depende do equilibrio de distribuicio de cada componente entre as fases estacionaria
e movel. Portanto, migracdio diferencial € determinada pelas varidveis experimentais que
afetam a distribuiCdo: composicdo da fase movel, composicdo da fase estaciondria e
temperatura de separagdo. Em principio, a pressdo dentro da coluna também afeta o
equilibrio de distribuicBo e a migragdo diferencial De fato, efeitos de pressdo sfo
despreziveis a pressGes de coluna habituais, isto &, entre 500 a 3000 psi [Snyder e
Kirkland, 1979].

A introdugfio da amostra na coluna leva, se bem executada, menos de um segundo. A
primeira vista, a largura de todos os picos deveria ser a do tempo gasto na injecfio. Porém,
tal fato nfo ocorre devido a uma série de processos de transporte de matéria, provocado
pelas caracteristicas da fase movel e pelas propriedades das particulas da fase estacionaria
(didmetro, forma fisica, natureza, eficiéncia da coluna, tecnologia do empacotamento,
espessura, rugosidade da superficie do tubo, etc.). Os picos as vezes se alargam muito,
acarretando uma perda da separagfo e conseqlientemente uma péssima resolugfio da analise.
Entretanto, deve-se notar que, nessa segunda classe de fendmeno (alargamento das bandas),
os fatores que regem a migragdo diferencial nfo afetam o alargamento da distribuicio
molecular dentro da coluna; eles afetam somente sua velocidade relativa de movimentagdo
[Ciola, 2000].
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2.2. Resolucio de Moléculas Racémicas por Cromatografia Liquida

Devide a grande semethanca observada nas propriedades fisicas dos enantidmeros
nio € possivel separa-los um do outro, por métodos tradicionais de separacfo. Nem por
destilagio fracionada, pois os respectivos pontos de ebulicio sfio idémticos; nem por
cristalizagdo fracionada, devido as solubilidades dos enantidmeros em dado solvente serem
idénticas {a menos que o solvente seja opticamente ativo); nem por cromatografia, porque
gles sfo adsorvidos com igual forca por um dado adsorvente (a menos que este seja
opticamente ativo). A separacdo dos dois enantibmeros de uma mistura racémica — ou
resolu¢do dessa mistura racémica — constitui, por consegiiéncia uma tarefa cuja realizacfo

exige um método especial [Morrison e Boyd, 1983].

Os métodos de separac@o quiral usando técnicas de cromatografia liquida podem ser
divididas em duas categorias: uma € o método indireto, na qual € baseado na formacgfo de
um diastereoisdmero pela reagfo com um reagente quiral. O outro é o méiodo direto, no
qual é baseado na formagdo de um diastereoisbmero em uma fase estaciondria ou em uma
fase movel [Haginaka, 2002].

O método indireto de separacfio quiral envolve a sintese de diastereoisdmeros por
uma agente quiral seguido por cromatografia em uma coluna aquiral. O método direto
envolve separacdo de drogas racémicas em seus correspondentes enantimeros usando uma
fase estacionaria quiral. Métodos diretos baseados em FEQs sdo preferidos j4 que € um
método rapido e satisfatorio para resolucdio de racematos tanto na escala analitica quanto na
escala preparativa [Aboul-Enein, 2001]. A Figura 2.2 apresenta as duas possiveis rotas

para obtengéio de compostos enatiomericamente puros.

Rota racémica Rota quiral

—» Mistura Enantidmero ()} « Sintese

racémica " estereoseletiva
—— | Enantiémero (-) | «—<——

Figura 2.2 — Preparacéo de enantiomeros (Adaptado de Francotte, 1994),
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As principais vantagens das técnicas cromatograficas sfo: aplicagfio a uma larga
variedade de estruturas racémica; ambos enantidmeros sio usualmente obtidos; elevado
grau de pureza Optica dos enantibmeros isolados; rapida e facil realizagio ¢ separacdo de
enantibmeros de misturas racémicas com caracteristicas especiais como compostos que nio
podem ser derivatizados (hidrocarboneto), o qual ¢ facilmente racemizado ou tem um tipo
incomum de quiralidade (isto €, quiralidade do tipo helicoidal). Entretanto, como todos os
métodos, a rota cromatografica sofre de certas desvantagens, tais como: alto custo da fase
estacion4ria; alta condicBio de diluicBio; consumo de uma larga quantidade da fase mével e
dificuldades associadas ao reciclo da fase movel Estes sdo obstaculos para o
escalonamento, mas a uma grande extensdo tem sido superado gracas a recentes melhorias
em técnicas cromatograficas € o desenvolvimento de novas, e relativamente baratas, fases

estaciondrias quirais para propdsitos preparativos [Francotte, 1994},

2.3. Cromatografia Liquida Quiral

A obtengdo de enantidmeros puros representa um grande desafio devido as
propriedades termodindmicas dos mesmos. A resolucdo direta de enantidmeros € possivel
desde que exista reconhecimento quiral entre a mistura racémica e o seletor quiral. Este
seletor quiral deve associar-se preferencialmente a um dos enantidmeros, € tanto pode estar
ancorado 4 fase estacionaria como pode ser um aditivo adicional a fase movel. No segundo

caso, a fase estacionaria nio precisa ser quiral [Cass e Degani, 2001].

Para que enantidmeros sejam separados cromatograficamente em uma FEQ, duas
condicbes devem ser cumpridas: adsorbatos diastereoisoméricos devem ser formados pela
FEQ e pelo menos um dos enantidmeros analitos e estes tém de diferir em suas energias
livres de formacgio. Adsorbatos diastereoisoméricos sio formados como resultado de uma
ou mais interagdes atrativas entre a FEQ e o enantidmero analito, pela exclusdo do
enantidmero analito pela fase movel ou por difusio passiva do enantidmero analito em uma
matriz quiral [Pirkle e Pochapsky, 1989]. As diferencas em estabilidade destes adsorbatos
diastereoisoméricos levam a diferentes tempos de retenciio dos enantidmeros na coluna. O

enantidmero que forma o complexo menos estavel elui primeiro. A diferenca de energia
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livre de formacg8o dos adsorbatos diasterecisoméricos formados deve ter um valor

satisfatério para que ocorra separacdo [Cass e Degani, 2001].

Reconhecimento quiral, em termos cromatograficos, significa interacdio preferencial
de um enantibmere de uwma substdncia com um enantidmero de uma outra. O
reconhecimento quiral requer um minimo de trés interacdes simultdneas entre a FEQ e pelo
menos um dos enantimeros (three point rule), com pelo menos uma destas interagdes
sendo estereoquimicamente dependente [Pirkle e Pochapsky, 1989]. O entendimento de
como e onde ocorre o reconhecimento quiral por uma molécula seletor quiral pode prover
importante informagfio com respeito a estimativa da magnitude qualitativa da
enantioseparacio, tipos de analitos separaveis em um determinado seletor, previsibilidade

de ordem de eluigdo e condicdes cromatograficas apropriadas [Maier ef al, 2001].

2.3.1. Fase Estaciondria Quiral

2.3.1.1. Historico

O crédito para a primeira resolugfo de enantidmeros de uma mistura racémica foi
para Louis Pasteur que, em 1848, separou manualmente os cristais ndo-idénticos de
enantiomeros do amdnio tatarato de sodic. Em 1874, Le Bel e Vant Hoff
independentemente, propuseram que o atomo de carbono assimétrico seria o responsével
pela quiralidade de combinagdes orgénicas. Le Bel favoreceu um arranjo piramidal
quadrado de substituintes ao redor de um dtomo de carbono enquanto que Van't Hoff
postulou corretamente um arranjo tetraédrico em torno de um atomo de carbono central
[Pryde, 1989].

O potencial para separagio de enantidmeros através do uso de adsorventes quirais ndo
racémicos a muito tem sido reconhecido com varias tentativas de adsor¢io enantioseletiva
sendo informada nos anos vinte do século passado, inclusive a observagio de rotagio Optica
induzida em solu¢des racémica de tintas usadas para tingir 4. Estas tentativas foram feitas
invariavelmente usando adsorventes poliméricos quirais naturais como [& ¢ celulose ou

outros polissacarideos [Pirkle e Pochapsky, 1989].
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Colunas cromatograficas utilizando a lactose como adsorvente fol empregada
prosperamente por Henderson e Rule (1939) para a resolugdo de uma cénfora racémica e

por Prelog e Wieland (1944) para a resolucéo de base de Troger [Pryde, 1989].

O uso de polimeros quirais naturais como um adsorvente enantioseletivo tem sido ¢
continua sendo uma rota extensamente utilizada. Tais adsorventes t€m com vantagem o
baixo custo e ampla disponibilidade e normalmente nfio necessitam de muito no tempo de
preparac3o. Entretanto, adsorventes biopoliméricos 4s vezes tendem a ter pobres
propriedades mecénicas ¢ cromatograficas. Estes materiais possuem pobre propriedade
mecénica ¢ sua alta polaridade e estrutura porosa proporciona um comportamento cinético
desfavoravel. Uma rota alternativa requef 6 Iuso de FEQ sintética preparada para um tipo
especifico de separacfo. Esta rota fornece fases estaciondrias com boas propriedades
mecénicas ¢ cromatograficas. Tentativas para melhorar as propriedades cromatograficas e
enatioseletivas da celulose tém se concentrado na derivatiza¢iio dos grupamentos hidroxilas
para diminuir a polaridade do material e prover um aumento na interacfio entre FEQ e

enantidmero analito [Pirkie e Pochapsky, 1989].

2.3.1.2. Tipos de Fases Estaciondrias Quirais

As FEQs podem ser classificadas de wma maneira geral como um dos cinco grupos
abaixo, dependendo dos processos de reconhecimento quiral que operam durante a
separacio [Heard e Brain, 1994]:
= Tipo I — Fases do tipo Pirkle;
= Tipo II — Fases com polissacarideos helicoidais (Helical polysaccharide phases —

HPP);
= Tipo I — Fases com cavidades quirais (Chiral cavity phases);
= Tipo IV — Complexacfo terndria do ligante;

s Tipo V — Proteinas.
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Fase tipo Pirkle

Pirkle (1979) relatou que para resolugfio quiral acontecer deve haver pelo menos trés
interacdes simultdneas entre uma FEQ e um enantibmero soluto, por isso uma ou mais
interacdes devem ser estereoquimicamente dependentes. Interagbes tipicas envolvidas no
processo de reconhecimento quiral sdo interagSes de tipo m-m, ligacbes de hidrogénio,
dipolo-dipolo, interacGes hidrofébicas e estéricas (Figura 2.3). O entendimento detalhado
das interagfes entre a FEQ e o soluto enantiomérico conduz a possibilidade de predizer a

ordem de elui¢do de enantidmeros individuais [Pryde, 1989].

Baseado nos resultados obtidos na primeira geracdio de fases quirais, Pirkle
desenvolveu uma teoria de reciprocidade que diz: “A mteracfo diastercoisomérica que
permite a uma coluna derivada de um dado composto quiral 4 resolver uma determinada
mistura racémica B também permite 4 coluna derivada do composto B resolver a mistura
racémica A”. Este fato levou ao surgimento da segunda geragio de fases estaciondrias
quirais de Pirkle, derivadas de N-(3,5-dinitrobenzoil) aminoacidos (r-acido, in nature)
[Cass e Degani, 2001].

Ligacfo de hidrogénio i
Interacdo n-x

NO, /

NO,

Interacdo dipolo-dipolo
Figura 2.3 — Representacfo de fase estaciondria do tipo Pirkle e as suas interacdes com o

soluto.

A terceira geracio de fases quirais de Pirkle (n-basica, in nature) foi resultado direto

da teoria de reciprocidade [Cass e Degani, 2001]. As fases n-receptor mais freqiientemente
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utilizadas sfo derivadas do aminodcido feniglicina (DNBPG) ou leucina (DNBLeu)
covalentemente ou ionicamente ligada ao gel de 3-aminopropilsilica. Estas fases sfo
comercialmente disponiveis tanto para separacgdes analiticas quantc para separacdes

preparativas de enantidmeros [Francotte, 1994].

Fase com polissacarideos helicoidais (HPP)

Fases do tipo HPP funcionam por uma combinacgio de reagdes complementares entre
o enantidmero soluto e o polissacarideo imobi}jzeido, geralmente .ceiulos.e ou amilose, cujas
estruturas sfo mostradas na Figura 2.4. A enantiodiscriminacfic ¢é obtida através da
formacio de complexos de inclusic estereoespecificas em cavidades quirais que surgem da

estrutura helicoidal do polissacarideo {Heard ¢ Brain, 1994].

OH OH
O O
P &-\ P
H H
HO HOG
L . L 0:?1.
Celulose Amilose

Figura 2.4 — Estrutura quimica da celulose e amilose.

A celulose e amilose tém fornecido fases estaciondrias notavelmente versdteis e
extremamente poderosas tanto para fins analiticos como para fins preparativos. E bem
estabelecido que a enantioseletividade destas fases varia fortemente com o tipo de grupo
derivatizado ligado a molécula de glicose do polissacarideo. Esta caracteristica tem sido
extensivamente explorada para modular a habilidade de reconhecimento quiral destas fases

estaciondrias baseadas em polissacarideos [Francette ¢ Huynh, 2002].

O derivado de celulose mais utilizado para separacdes em uma escala preparativa €

triacetato de celulose microcristalina (MCTA) [Francette, 1994], no qual € produto da
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acetilagdio heterogénea da celulose microcristalina (Figura 2.5). Sob estas condi¢des, parte
da estrutura original do polimero é preservada [Pirkle e Pochapsky, 1989].

H3;COCO GCOCH;
MCTA
Figura 2.5 — Estrutura do MCTA.

Esta fase estaciondria € capaz de separar enantidmeros pertencentes a muitas classes
de compostos orgénicos [Okamoto ef al, 19844], incluindo materiais destituidos de
substituintes aril e moléculas carentes de grupos reativos, isto €, hidrocarbonetos [Koller ef
al, 1983].

Hesse e Hegel (1973) foram os primeiros a mostrar a importdncia da estrutura
secundaria do MCTA para o poder de separagio. Porém, eles diferenciaram o MCTA
somente entre estruturas amorfas e estruturas parcialmente ordenadas (cristalina). Eles
concluiram que o polimero estruturalmente ordenado € mais efetivo que sua forma amorfa,
e que a interagfio primaria entre a matriz do polimero e enantibmeros de baixa massa
molecular ¢ a formacfio de complexos de inclusfio [Francotte ef al, 19853}, onde o
mecanismo de reconhecimento quiral proposto por Hesse e Hegel considera a formacio de
complexos de inclusdo entre o enantidmero soluto e as cadeias helicoidais do triacetato de

celulose, como apresentado na Figura 2.6 [Pryde, 1989}.

Q\
C—CH;s
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O
O
/
C
~CHa

Figura 2.6 — Mecanismo de reconhecimento quiral proposto por Hesse e Hagel.
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Hesse e Hagel (1973) também afirmaram que o reconhecimento quiral pelo triacetato
de celulose é perdido apos recristalizagdo do material, presumidamente pela destruigéio das
cavidades quirais na estrutura helicoidal do polissacarideo. Como o mecanismo da selegdo
quiral em colunas de triacetato de celulose ndo € bem entendida, resolucdo de racematos em
materiais de celulose continua sendo empirica. Entretanto, apesar disto, o material tem sido
usado para uma larga faixa de separa¢bes em escalas analiticas e preparativas [Pryde,
1989].

Fases com cavidades quirais

Fases do tipo cavidade quiral possuem mecanismo primario de reconhecimento guiral
baseado na complexagio de inclusdo estereoespecifica de uma molécula do soluto em uma
molécula de cavidade orientada relativamente grande que € ligado & fase estacionaria
{Heard e Brain, 1994].

Fases estacionarias do tipo cavidade quiral foram desenvolvidas utilizando
ciclodextrinas, os quais sfo oligossacarideos ciclicos, produzidos a partir do amido, sob
acio de enzumas, € podem ser obtidos contendo de seis a doze unidades de glicose, mas
somente aquelas contendo seis («), sete (B) ou oito (y) unidades sdo comercialmente
disponiveis (Figura 2.7) [Cass e Degani, 2001]. Ciclodextrina exibe a propriedade de
formar complexos de inclusdo estdveis nas suas cavidades altamente hidrofobicas com uma
extensa variedade de moléculas. O tamanho das cavidades, na qual diferem para a-, B- e y-
ciclodextrinas, € o substituinte na ciclodextrina representam um importante papel na
determinacfio da habilidade para complexar uma molécula definida [Francotte, 1994],
onde a B-cilcodextrina (B-CD) € a ciclodextrina mais aplicada. O arranjo ciclico da §-CD
eleva as cavidades quirais nas quais moléculas de diferentes estruturas podem ser incluidas
[Carbera e Lubda, 1994].

Inicialmente, fases estacionérias utilizando a ciclodextrina foram desenvolvidas sem
nenhuma derivatizacdo. Entretanto, derivatizacbes com outros grupos, tals como, ésteres,
éteres e carbamatos ligados em silica também se tornaram FEQs de sucesso [Cass e
Degani, 2001], os quais apresenta boa performance em uma escala analitica. Aplicagdes

preparativas usando a ciclodextrina como seletor quiral foram implantados em polimeros
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obtidos por ligacdes cruzadas de ciclodextrina com bis(epoxipropil) etilenoglicol € nos

materiais de silica modificada Cyclobond I e ChiraDex [Francotte, 1994].

OH
e} O ©

OH

HO HO OH
0
OH
0 HO OH
OH 0
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0
OH
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HO OH
0
HO

Figura 2.7 — Estrutura das ciclodextrinas o, B € y (nigual a 1, 2 e 3, respectivamente).

Complexacdo de ligantes terndrios

Fases do tipo IV envolvem a formacdo de complexos quelatados reversiveis do tipo
geral: ligante quiral — ion metdlico — soluto quiral. Neste tipo de FEQ o ligante,
freqiientemente um aminoacido, € ligado a fase estaciondria via uma longa cadeia alquil

[Heard e Brain, 1994], como mostrado na Figura 2.8.

Modelos desenvolvidos para descrever a enantioseletividade deste tipo de FEQ
envolvem a presen¢a de um complexo multicomponente contendo um ion metdlico central
(normalmente Cu** ou Ni*") complexados por duas moléculas quirais bifuncionais
quelatadas. Uma ou mais moléculas completam a primeira solvatagdo esférica do ion
metalico. Se os quelatores sio aminodcidos, os grupos amino e carboxilicos dos dois
quelatores sdo organizados equatorialmente ao redor do ion metalico de maneira alternada.
Se um dos quelatores quirais estd ligado a um suporte, a FEQ pode formar adsorbatos
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diastereoisoméricos com enantibmeros analitos. As relativas estabilidades dos adsorbatos,
se diferentes, conduzem a separagdes cromatograficas dos enantidmeros analitos. Se a fase
estaciondria € aquiral, mas um quelator enantiomericamente enriquecido estd presente na
fase movel (aditivo quiral de fase movel), a separacdo do enantibmere ainda pode ser
obtida por particionamento diferencial dos complexos diastereoisomericos entre a fase
estaciondria (normalmente um suporte de fase reversa) e a fase movel [Pirkie e
Pochapsky, 1989].

CH,); o—silica
ion de cobre (CHa)s

0..\} - O” ’ \ \\\\N \

H ¢ ,/Cu?‘*” hexadecilprolina
. S, Gy

AY /O O

£
\

aminoacido enantidmero

Figura 2.8 — Complexacéo terndria estereoseletiva

Proteinas

Uma grande quantidade de FEQs tem sido desenvolvida pela imobilizagdo de
proteinas ou enzimas tais como albumina de soro bovino (ASB) ou humano (ASH),
glicoproteinas o;-dcida € a-quimotripsina em silica gel. Estas FEQs normalmente operam
sob condi¢des de fase reversa [Francotte, 1994]. Nesta classe de FEQ, a separagfo ocorre
devido a interagBes estereoespecificas entre o soluto e proteina imobilizada. Desvantagens
particulares desta classe de FEQs correspondem & instabilidade com solventes orgénicos e
com pH extremos. Além disso, este tipo de fase estaciondria possui baixa capacidade e nfo

pode ser utilizado modo preparativo [Heard e Brain, 1994].
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2.3.1.3. Fases estaciondrias baseadas em polissacarideos

As FEQs normalmente consistem em pequenas moléculas quirais ou polimeros
quirais imobilizados em um suporte como silica gel. Os polimeros também podem ser
usados como gel poroso [Yashima, 2001]. Em sistemas cromatograficos com FEQs de
pequenas moléculas, o mecanismo de reconhecimento quiral pode ser estimado através de
estudos de espectroscopia na interacdio entre o composto quiral usado na FEQ e o composto
a ser resolvido. Por outro lado, no sistema em que as FEQs forem polimeros, o
entendimento do mecanismo de reconhecimento quiral em um nivel molecular €
usualmente dificultado porque em muitos casos as estruturas estéricas exata dos polimeros
nio sdo disponiveis. Entretanto, FEQs poliméricas sdo interessantes porque seu
reconhecimento quiral depende da alta ordem estrutural do polimero [Okameoto ef al,
1991], ¢ entdo € dificil de predizer o reconhecimento quiral deles somente a partir de uma

unidade monomérica [Okamoto e Kaida, 1994].

Celulose e amilose sfio os polimeros naturais opticamente mais acessiveis. Estes
polissacarideos mostram reconhecimento quiral, mas nfo fornecem FEQs de grande
utilidade pratica. Entretanto, suas derivatizagdes fornece FEQs com alto reconhecimento
quiral que podem separar uma larga faixa de compostos racémicos em enantidmeros
[Okamoto e Kaida, 1994]. Estas FEQs foram estudadas extensivamente como seletores
quirais cromatograficos nas duas ultimas décadas e, como resultado, elevadas quantidades
de FEQs tém sido desenvolvidas e utilizadas em resolu¢bes enantioméricas por CLAE
[Haginaka, 2002]. Algumas destas FEQs sio disponiveis comercialmente, como
apresentado na Tabela 2.1 [Francotte, 2001]. Esta evolugdo ¢ atribuida principalmente a
necessidade de se obter formas enantioméricas opticamente puras de compostos quirais

biologicamente ativos.

Os derivados de polissacarideos, particularmente os carbamatos de celulose e amilose
sdo os mais empregados como FEQs em CLAE. A grande vantagem destas fases quirais,
quando comparadas com as fases quirais dos outros tipos, é que uma maior variedade de

classes de compostos quirais podem ser eficientemente resolvida [Cass ef al, 1997].
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Tabela 2.1 — Fases estaciondrias baseadas em polissacarideos mais utilizadas atualmente

para separagdes em escala preparativa

Nome Nome comercial
Triacetato de celulose microcristalina MCTA
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

Tabela adaptada de Francotte, 1994.

A grande versatilidade do MCTA, a capacidade na saturacfo, seletividade, boa
estabilidade mecénica e os baixos custos de preparago, quando comparadas com outras
fases quirais, tém contribuido para a extensfio do uso deste adsorvente, até mesmo se eles

possuem algumas limita¢Ses praticas [Francotte, 1994; Miyabe ¢ Guiochon, 1999].

O triacetato de celulose pode ser usado tanto no estado microcristalino expandido
(“swollen state”) quanto como uma camada de cobertura em particulas porosas de silica.
Ambos os tipos possuem comportamentos cromatograficos diferentes [Rizzi, 1989a]. O
triacetato de celulose no estado microcristalino expandido é obtido pela acetilagio
heterogénea da celulose microcristalina e subseqiiente expansio em &lcool em ebuli¢do, por
exemplo, etanol. E assumida a formagfo de algum tipo de complexo de inclusio com varios
tipos de analitos nas cavidades quirais da fase estaciondria microcristalina expandida
[Rizzi, 1989b]. Elevada enantioseletividade para muitos grupos de compostos e elevada
capacidade na saturag@o sdo as principais vantagens deste adsorvente. Entretanto, o grande
alargamento das bandas normalmente observado em separa¢des cromatograficas resulta em
baixa efici€ncia € limita o uso deste material para propdsitos analiticos [Rizzi, 1989c¢].

O sucesso do MCTA como fase estaciondria quiral foi atribuido & sua prépria
ordenacdio estrutural. Seria esperado, por essa razio, que a dissolugdo do MCTA em um
solvente conduziria a uma perda de seu poder de resolugdo. Contudo, quando o MCTA é
depositado em silica gel em solugéio, nfio somente continuou apresentando reconhecimento

quiral, mas mostrou diferente resolucdio quiral [Okamoto ef al, 1984b]. Base de Troger,
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por exemplo, em MCTA padrio, o (-)-isbmero € eluido primeiro, enquanto que, quando
suportado em silica gel, o (+)-isdmero elui primeiro. Resultados semelhantes foram
divulgados para outros racematos [Shibata ef al., 1986]. Esta mudanga no reconhecimento
quiral é atribuida a diferentes conformagSes do triacetato de celulose. Este resultado
claramente indica que a habilidade de resolugdo o6ptica de FEQs poliméricas depende
enormemente de sua elevada ordem estrutural [Okamoto e Kaida, 1994).

O MCTA nio € estavel em todos os solventes. Metanol, etanol, 2-propanol ¢ misturas
destes alcoois com 4gua ou hidrocarbonetos sio as fases moéveis mais utilizadas. Isto
porque a enantioseletividlade do MCTA somente ¢ ativada no estado microcristalino

expandido [Seidel-Morgenstern e Guiochon, 19934].

2.3.2. Fase Movel

Na cromatografia liquida as espécies que estdo sendo analisadas sofrem enorme
influéncia da fase estacionaria e, ao mesmo tempo, as propriedades destas sdo

continuamente influenciadas pela fase mével [Ciola, 2000].

As principais caracteristicas que as fases moéveis utilizadas em CLAE devem
apresentar sdo [Guimaries e Collins, 1997]:
a)  ser de alto grau de pureza e de facil purificaggo;
b)  dissolver a amostra sem decompor os seus componentes;
¢) ndo decompor ou dissolver a fase estaciondria;
d) ter baixa viscosidade;
e) ser compativel com o tipo de detector utilizado;

f)  ter polaridade adequada para permitir uma separacdo conveniente dos componentes

da amostra.

Seguranca, custo, manipulagdo apds a separago (reciclo e evaporagfo) sdo outros
fatores que também estdio diretamente relacionados com a escolha da fase mével
[Francotte, 2001].

A escolha da fase movel € ponto critico para separacdes de enantidmeros de cunho

preparativo, na qual exerce influéncia direta no rendimento. Parimetros importantes, tais

Capitulo 2 - Revisdo bibliogrdfica i 21



Dissertaciio de Mestrado

como seletividade da separacfio, tempo de reten¢3o e solubilidade do racemato, apresentam
alta sensibilidade com relagfio as mudancas de composicdo da fase movel. Outros
parfmetros, como por exemplo, a resolugio tambem pode ser afetada pela fase mével. Este
¢é o caso particular para fases baseadas em polissacarideos. Em alguns casos, ¢ impacto da
fase movel € tio forte que mudancas na composicio da fase mdvel causam uma inversio da
ordem de ehigdo. Por esta razfo, antes de executar wma separagfo preparativa ¢
recomendado estabelecer a ordem de eluicio de ambos enantidmeros sob as mesmas
condigdes como as solicitadas para a separagfio preparativa. Isto pode ser feito por detecgio
polarimétrica ou por injecdo de enantiOmeros individuais. Porém, este estudo deve ser
interpretado cuidadosamente porque, para alguns compostos quirais, o smal da rotacio

Optica pode mverter com a mudanga do solvente [Francotte, 2001].

Devido 2 um grande numero de FEQs baseadas em polissacarideos possuirem maior
ou menor solubilidade em solventes orgénicos, uma série de FEQs tem sido imobilizadas
através de um tratamento fotoquimico ou térmico das fases cobertas baseadas em

polissacarideos, esquematicamente mostrado na Figura 2.9.
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Figara 2.9 — Processo de imobilizacio de FEQs baseado em polissacarideos.

Pela simples aplicagdio de uma destas duas técnicas, a imobilizacdio ocorrera
presumivelmente pela ligacio cruzada das cadeias do polissacarideo o qual, dependendo do
tipo de processo térmico ou fotoquimico empregado um serd mais eficiente que o outro
[Francotte ¢ Huynh, 2002; Francotte, 2001]. Separaces cromatograficas dos
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enantidémeros da imida tetraciclica em tris(3,5-dimetilfenilcarbamato) coberta em silica gel,
como exemplo, antes e apds imobilizagdo usando fase movel convencional consistindo em
uma mistura de hexano/2-propanol 90/10 (v/v) pode ser mais ou menos resolvido
favoravelmente. Entretanto, usando a fase estacionaria imobilizada com cloroférmio na fase
moével (heptano/cloroformio 25/75 (v/v)), um aumento na seletividade € observado, a
separagdo € mais rapida, e a solubilidade da amostra pode ser aumentada de um fator de
300 — 500 [Francotte, 2001].

2.4. Transferéncia de Massa em Colunas Cromatogrdficas

2.4.1. Cinética de transferéncia de massa em colunas cromatogrdficas

O comportamento de um sistema cromatogréafico € governado por trés fendémenos
basicos e a modelagem de cromatografia de multicomponentes significa associar uma
equacdo matemadtica a cada um destes fendmenos. Os trés fendmenos que governam um
sistemna cromatografico sio [Schulte et al., 1997]:
= A termodindmica de adsor¢do, descrito pelas isotermas de equilibrio as quais fornecem
a composicdo na fase estaciondria com relagdo a composicdo na fase mével quando o
equilibrio ¢ atingido, a uma dada temperatura. Para cada FEQ diferente a capacidade de
saturacdio enantioseletiva individual pode ser obtida da isoterma.

= A hidrodindmica da coluna, isto €, as propriedades do fluxo através do meio poroso.

= A cinética de transferéncia de massa.

Os processos cromatograficos podem ser descritos por varios modelos matematicos,
os quais tem sido extensivamente discutido na literatura. O modelo geral da cromatografia
consiste em duas equagOes de balango de massa para cada componente, um para a fase
movel que escoa através do leito de particulas, a outra para o interior das particulas,

envolvendo a fase mével e a monocamada adsorvida. {Guiochon, 2002].

Para escrever as equagdes deste modelo, assume-se que [Kaczmarski ef al, 2002;
Cremasco ef al.,, 2001]:

1. o processo no leito fixo para multicomponentes é isotérmico;
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2. afase mével € uma solugéo diluida;

3. avelocidade da fase moével € constante;

4. o leito é empacotado com particulas de adsorvente porosas, esféricas e de tamanho
uniforme;

5. o gradiente de concentracéo na direcio radial do leito € desprezivel;

6. existe um equilibrio local para cada componente entre a superficie porosa e a fase fluida
estagnada nos macroporos;

7. o coeficiente de dispersdo axial € constante;

8. difusdo intraparticular € descrita pela difusfo no poro. Para um sistema com isoterma

linear, a difusdo na superficie, se importante, pode ser agrupado a difiisdio no poro;
9. transferéncia de massa externa do liquido para os poros € descrita pela transferéncia de

massa no filme.

Baseado nestas hipdteses as seguintes equagdes para o modelo geral sdo obtidas

[Guiochon, 2002; Kaczmarski ef al, 2002; Cremasco ef al, 2001]:

(a) Balanco de massa do componente i na fase movel

e—+u—=8eD, ——

oc Oc d%c 6k
1—¢ —————(c——
or oz oz* =) 1

r-r, ] (2.1)

4

onde ¢ ¢ a concentracdo do soluto na fase movel dentro das particulas € g € a concentra¢io
do soluto nos poros das particulas, z e ¢ s80 as coordenadas espaciais ¢ de tempo,
respectivamente, € € a porosidade do leito, e u é a velocidade superficial da fase movel, Dy

¢ o coeficiente de dispersdo axial, &7 € o coeficiente de transferéncia de massa externo, e D,

¢ difusividade nos poros, 7 € a coordenada radial e R, € o raio da particula.

(b) Balango de massa do componente i na fase solida

oq 10( ,0q
le,-a --e,,)Kp]-;37 =¢,D, 7.5;[% 5?) 2.2)

onde €, € a porosidade das particulas e K, € a constante de equilibrio de adsor¢do linear.
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(¢) Condicées iniciais e de contorno
As condi¢Ses iniciais € de contorno que descrevem a injecdo de um pulso em uma

coluna cromatografica sdo dadas como se segue:

z=0; 0<r<t,; c = ¢ 2.3)
z=0; 1>ty ¢ =g 2.4)
z>0; 1> 1y c=cop; 2.5)
z=1; t> Iy c=0; (2.6)
r>0; £=0; q=0; @.7)
% _ 0 (2.8)
o,
)0, 2L ) =%ﬁf—(c—q[,=Rp) 2.9)
=Ry P

onde 1, corresponde ao tempo de inje¢do de um pulso cromatografico.

Uma simplificagio para o modelo geral, também conhecido como modelo do
equilibrio dispersivo, pode ser obtida assumindo que a transferéncia de massa entre a fase
mobvel que escoa através do leito e as particulas € infinitamente rapida [Gritti ef al., 2003a;
Guiochon, 2002]:

oc o oc d%c
8T5;+(1—8T)—£+u——=8TDL-éZ—2—

. 2.9)

Em casos nos quais as resisténcias a transferéncia de massa, embora nfo seja muito
importante, ndo possam ser desprezadas, ¢ comum o uso do modelo do transporte

dispersivo. Este modelo assume que a taxa da variac8o da concentragio na fase estaciondria
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¢ proporcional a diferenca entre a concentragio de equilibrio do soluto na fase estacionaria,

g* (quando em equilibrio com a concentragfo na fase mével) e a atual concentragéo:

%Yk, (q*q) (2.10)
or

onde k. corresponde ao coeficiente de transferéncia de massa global [Guiochon, 2002;
Cherrak ef al., 2000].

As condi¢des iniciais € de contorno para um pulso cromatografico sdo [Guiochon,
2002; Cherrak ef al. , 2000]:

z=1L; r=0; c=10; (2.11)

z=0; 0<t=<1; ¢ = ¢y (2.12)

z=0; 1>ty c=0; (2.13)

z=1L; t>0; §€=O; (2.14)
oz

2.4.2. Método dos momentos para isotermas lineares

O estudo da taxa de transferéncia de massa e do equilibrio de adsor¢do € importante
no entendimento € no projeto de ampliacdo de escala em processos cromatograficos. A
resisténcia 4 difus@io em particulas adsorventes parece ter um efeito significante na taxa de
adsor¢do global e conseqlientemente na eficiéncia de uma separa¢io cromatografica
[Miyabe e Suzuki, 1992].

A analise dos momentos ¢ uma ferramenta usual para determinagfio dos coeficientes
de difusdo axial e difusdo no poro a partir de experimentos de pulsos cromatograficos. Esta
técnica consiste na andlise da concentracdio do soluto como uma fungio do tempo na saida

do leito fixo em resposta a concentracdo do soluto no pulso na entrada do leito fixo. Para
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solugdes diluidas, a curva de equilibrio sélido-liquido pode ser representada por uma reta
(Lei de Henry). A inclinagdo desta reta pode ser determinada pelo primeiro momento de um
pulso, no qual estd relacionado com o tempo de retencdo do soluto. Parametros de
transferéncia de massa podem ser obtidos a partir do segundo momento [Cremasco ef al.,
2001; Miyabe e Suzuki, 1992].

Por definicio dos momentos de uma distribui¢dio, o n-€simo momento do perfil de

banda na saida do leito cromatografico de comprimento z = L € [Guiochon ef al, 1994]

M, = {c(t,z=L)t"dt (2.15)

0

O n-ésimo momento absohito ou momento normalizado é

j c(t,z = L)i"dt
wo= A3 (2.16)
J.c(r, z=L)dt

0

e 0 n-ésimo momento central é

o0

_[ o(t,z = L)t —p)"dr

n, = = (2.17)
J.c(t, z=L)dt

0

O primeiro momento absoluto p ¢ relacionado ao tempo de retengéo do pico
cromatografico, e entfo com a forca de ligacio (isto ¢, com a constante de equilibrio). O
segundo momento central ¢ relacionado ao espalhamento do pico. O pardmetro ¢ nas
Equagdes 2.16 e 2.17 corresponde a resposta dos pulsos cromatograficos. Quando o pico
apresenta uma forma gaussiana, o segundo momento € igual & variincia o’ [Arnold et al.,

1985a; Arnold et al., 1985b] e podem ser escritos da seguinte forma [Ruthven, 1984]):
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Ll (L=t I-e ), L L) [1=¢ L

p—u[l-k( . Jspa{ R )(l SP)KP]-G-:Z u{1+[ " )K}+2 (2.18)
2ol (e 1] (e 1] 5

T {uz{é+(1—s]K} +(1—8)Kkm}+12 19)

onde

K=¢,+(1-¢,)K, (2.20)

e K, ¢ a constante de equilibrio de adsor¢do linear e 7 correspondem ao tempo de retengéo

do componente nio retido.

2.4.3. Altura equivalente a um prato teorico (HETP)

A quantidade HETP mede a eficiéncia das condi¢Ses cromatograficas através dos
tempos de retengdo obtidos e do alargamento de bandas. Este pardmetro € normalmente
utilizado para avaliar a performance da coluna, admitindo-se uma escolha adequada das
condi¢des [Cass e Degani, 2001]. Pequeno valor de HETP significa maior eficiéncia da
coluna e altos valores de ntimero de pratos tedricos Np. A meta principal em cromatografia
liquida ¢ o alcance de pequenos valores de HETP para maximizar Np e elevada eficiéncia
da coluna. Em geral [Snyder e Kirkland, 1979]:
= HETP ¢é menor em colunas empacotadas com particulas pequenas, e para baixas taxas

de velocidade da fase mével
= HETP é menor para fases moéveis menos viscosas e para altas temperaturas de
separagao.

= HETP é menor para amostras de moléculas pequenas.

Informacdes acerca da cinética de transferéncia de massa sdo obtidas pela andlise da
dependéncia da HETP com a velocidade superficial da fase moével (v). Geralmente €

assumido que transferéncia de massa em colunas cromatogréficas consiste em varios
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processos € que a HETP total € aditiva. Os quatros processos principais normalmente
considerados sdo: (1) dispersfio axial; (2) transferéncia de massa do fluido para particula;

(3) difusdo intraparticular; e (4) adsor¢do/desor¢do [Miyabe e Guiochon, 2000].

A altura equivalente a um prato de tedrico depende de varios processos que ocorrem
durante eluicdo cromatografica de uma amostra. Uma expressio simples para altura

equivalente a um prato de tedrico, conhecido como equacio de Van Deemter, tem a forma:

HETP = d+2 +cCu (2.21)
U

onde HETP ¢ altura equivalente a um prato, u ¢ velocidade linear da fase movel, e 4, Be C
sio constantes cinéticas determinadas experimentalmente. 4, B e C incluem os efeitos de
dispersdo axial, transferéncia de massa fluido-sélido e distribui¢do nfo ideal do liquido ao

redor do material empacotado [Doran, 1998].

A Figura 2.10 mostra a variacfio da altura dos pratos com a velocidade superficial da

fase movel

HETP (cm)
o

\ ¢
HETP_

minimo \ A
< .

u

6timo

u (cm/min)

Figura 2.10 — Variag¢fio de nimero de pratos tedricos com a velocidade superficial da fase

movel de acordo com a equagdo de Van Deemter.
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De acordo com a Equagio 2.21 a dispersdo axial, representado pela curva A, ¢
independente da velocidade superficial. A dispersdo devido a transferéncia de massa
incompleta ¢ uma funcfio linear da velocidade superficial e € representada pela curva C. A
dispersdo longitudinal € inversamente proporcional a velocidade superficial e €
representado pela curva B. A curva D representa o perfil resultante de HETP versus u
[Krijgsman, 1995].

A curva D apresenta um valor minimo para altura dos pratos (HE7 Pmnimo) @ uma dada
velocidade superficial 6tima (wonimo). Abaixo desta velocidade, HETP ¢ fortemente
dependente dos efeitos de difusdo (termo B) e a altas velocidades € fortemente dependente
do termo de transferéncia de massa (termo C) [Sewell e Clark, 1987].

Para um sistema com isoterma de adsor¢do linear, a eficiéncia da coluna
cromatografica pode ser avaliada HETP, como se segue [Guiochon ef al, 1994]:

(52

=2 7 (2.22)

HETP=—£— 5
N, pn

onde N, corresponde ao numero de pratos tedricos e L é o comprimento da coluna. As

Equacdes 2.18 e 2.19 podem ser combinadas com a Equagfo 2.22, resultando em

-2
2D e ) 1 e )1
HETP =22 42 1+ L 22
» ”(1 ——s)Kkm [ (1-ej KJ (2-23)

onde

1 d, d i
—_— + 2.24
k, 6k, 60,D, (@-24)

e dj, corresponde ao didmetro da particula adsorvente.

Quando um fluido escoa através dos espagos vazios do leito empacotado, existe a
tendéncia a ocorrer uma mistura axial contribuindo para o alargamento das bandas
cromatogréaficas [Suzuki, 1990; Duan ef al, 1998]. Usualmente ¢ assumido que a
dispersdo axial resulta de dois mecanismos diferentes, difusdo molecular axial e difusdo
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turbilhonar [Guiochon ef al., 1994]. Em uma primeira aproximacfio estes efeitos sdo

aditivos de forma que o coeficiente de dispersdio deve ser representado por

D, =v,D, +v.d,u (2.25)

onde d, é o didmetro da particula, D, € o coeficiente de difusdo molecular, y: € v, sdo
constantes no qual normalmente possuem valores entre 0,7 e 0,5, respectivamente
[Ruthven, 1984]. A contribuicdo da difusdo molecular axial (o primeiro termo da Equag&o
2.25) para a dispersdo axial geralmente € desprezivel quando comparado com o segundo
termo. Neste caso, a seguinte equagdo modificada de Van Deemter ¢ derivada da Equacdo
2.21 [Miyabe ¢ Guiocon, 2000]:

HETP = A+ Cu (2.26)
com
A=2y,d, (2.27a)

€ 1 e 1 N
sz(l—a) Xk, {H{L—JE} (2.27b)

2.5. Isotermas de Adsorcdo

A relacdo entre a quantidade adsorvida e a concentragdo, na fase moével, a

temperatura constante, ¢ chamada de isoterma de adsor¢éo [Sewell e Clarke, 1987].

Isotermas de adsor¢do tém atraido grande atenc¢fio como ferramenta fundamental para
investigagdo de processos fisicos envolvidos na retencio cromatografica. O significado da
isoterma de adsorcdo, neste contexto, € que descreve quantitativamente a distribuicdo do
equilibrio entre as duas fases envolvidas nos processos cromatograficos sobre uma larga

faixa de concentragcdo. Assim, um exame amplo das isotermas de adsor¢io rende
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informacdes & cerca do solvente, do soluto e do adsorbato como também as interag3es entre

estas espécies que acontece durante a adsorgio [Jacobson ef al, 1984].

Isotermas de equilibrio de adsorgfio relacionam a quantidade de excesso de
adsorbatos perto de uma superficie e os potenciais quimicos deste adsorbatos no seio do
fluido e na redondeza da superficie. Representacdes graficas de isotermas nfo sdo sempre
lineares, mas divergem de um comportamento linear por uma variedade de razdes,
principalmente relacionados a saturagio e heterogeneidade da superficie ou para interagdes

adsorbato-adsorbato no seio do fluido ou perto da superficie [James e al., 1999].

Os sistemas cromatograficos onde a relacdo entre a concentragdo do soluto na fase
estaciondria (gq) € a concentragcdo do soluto na fase movel (¢) sdo lineares podem ser
chamados de cromatografia linear (Figura 2.11a). Em cromatografia de adsor¢do, é¢ comum
encontrar uma isoterma de adsorcio que é cOncava para o eixo ¢ (freqiientemente referido
como isoterma do tipo Langmuir — Figura 2.115). Este comportamento surge quando ha
intera¢Oes fortes entre o soluto ¢ a fase estaciondria, mas as interagdes de soluto-soluto sdo
relativamente fracas. Inicialmente, a quantia de soluto adsorvido sobre a fase estaciondria
aumenta rapidamente como a concentracdo na fase moével é aumentada at€¢ que uma
monocamada de moléculas de soluto € formada no adsorvente. Porque as intera¢des entre
moléculas de soluto sfio fracas, a adsor¢do cessa com a formagdo da monocamada e a
quantia adsorvida permanece constante embora a concentragio na fase movel aumente com
o passar do tempo. Conseqiientemente, o coeficiente de distribuigdio k; € grande a baixos
valores de ¢, mas diminui com aumento de c¢. Em sistemas de parti¢io, a isoterma é
usualmente convexa para o eixo ¢ (uma isoterma do tipo anti-Langumuir — Figura 2.11¢).
Este tipo de isoterma surgi quando as intera¢des entre moléculas do soluto sdo fortes, mas
essas interacOes entre o soluto e a fase estaciondria sdo relativamente fracas. Assim, a
baixas concentragdes, a solubilidade das moléculas do soluto € baixa e possui baixos
valores de kz, mas algumas moléculas do soluto sio dissolvidas na fase estaciondria, as
fortes interacSes soluto-soluto atraem moléculas para a fase estacionaria e valores de k4

crescem rapidamente [Sewell e Clarke, 1987].
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A A A
71 (@ 1 @

Figura 2.11 — Tipos de isotermas de adsorgo: (a) isoterma de adsorgéo linear; (b) isoterma
do tipo Langmuir; (c) isoterma do tipo anti-Langmuir. X representa o coeficiente de

distribui¢do do soluto.

2.5.1. Modelos de isotermas de adsorcdo

Modelo de Langmuir

O modelo de Langmuir (L) considera que o processo de adsor¢do acontece em uma
superficie composta de um namero fixo de sitios de adsor¢io de igual energia, uma
molécula sendo adsorvida por sitio até que a cobertura da monocamada seja alcancada
[James et al, 1999]. Este modelo é o mais freqiientemente usado no estudo de equilibrio
sélido-liquido, apesar de sua natureza semi-empirica. O modelo ¢ escrito da seguinte forma
[Gritti ef al., 2003b]:

_ac
1+bc

g (2.28)

onde a e b sio parametros da isoterma e a capacidade de saturagio g, € a relacdo entre a e b.

O modelo de Langmuir tem sido amplamente utilizado para correlacionar dados
obtidos em experimentos de adsor¢do solido-liquido. Porém, o modelo foi criticado por
causa de sua restricdo a superficies homogéneas e cobertura da monocamada. Todavia, a

isoterma de Langmuir € conveniente para andlise quantitativa de processos de adsorcdo e
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tém uma base fisica, distintamente de tais equagBes empiricas como o modelo de
Freundlich que nio tem nenhuma justificativa tedrica significante [Jacobson, 1984]. A
grande vantagem deste modelo é o pequeno nimero de pardmetros requeridos ¢ a
simplicidade de sua derivagfo. De fato, somente trés parametros sdo necessarios para
descrever adsorcio competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade de saturacio

[Cavazzini ef al., 2002].

Modelo Freundlich

De interesse particular por causa de seu uso difundido em sistemas s6lido — liquido €

a isoterma de Freundlich, descrita pela relagfio:
g=Kc" (2.29)

onde Kr e n sdo constantes caracteristicas particulares de cada sistema de adsorgdo. Se a
adsor¢do € favoravel n > 1; se a adsor¢fo € ndo favoravel n < 1. A isoterma de Freundlich é

aplicada a uma larga variedade de antibi6ticos, hormdnios ¢ esteréides [Doran, 1998].

Modelo de Toth

O modelo de Té6th (T) (Eq. 2.30) considera a superficie de adsorgfo heterogénea. O
grau desta heterogeneidade € descrito pelo pardmetro de heterogeneidade, v, com0<v <1,
v = 1 indicando uma superficie completamente homogénea (ambos os modelos LF ¢ T
reduz entfo a isoterma L) [Cavazzani ef al, 2002]. Este modelo assume que o pardmetro
de heterogeneidade é o mesmo para ambos enantidmeros, o que significa que a FEQ ¢

igualmente heterogé€nea com respeito aos enantiémeros [Kaczmarski ef al, 2002; Gritti ef
al., 20035].

g =—— (2.30
BN A 0
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Modelo de Langmuir - Freundlich

Assim como o modelo de T6th, o modelo de Langmuir — Freundlich (LF) também
introduz o pardmetro de heterogeneidade, v, conforme a Equagdo 2.31:

v

_ac
1+bc®

g (231)

O modelo LF sugere diferencas no mecanismo de reconhecimento quiral para dois
enantidmeros. O principal inconveniente da isoterma LF é que possui uma constante de
Henry infinita, conseqiientemente prediz um tempo de retencdo infinito para diluicdo
infinita [Cavazzani ef al, 2002].

2.5.2. Métodos de Determinacdo de Isotermas de Adsor¢do em Colunas

Isotermas tém sido medidas tradicionalmente por métodos estaticos, na qual a
mudanga na concentrago do soluto com relacdo ao adsorvente e a solucdo € medida e
pontos discretos na isoterma s@io calculados a partir destas medi¢bes. As desvantagens
primarias para esta técnica sdo a lentiddo e incertezas no equilibrio alcangando e as grandes

quantidades de soluto e adsorvente requeridas para medidas precisas [Jacobson, 1984].

Métodos dindmicos sdo implementacdes dedicadas & cromatografia os quais foram
projetados para facilitar a soluc@io de problemas inversos por uma seleciio de condigdes
limites convenientes. Foram desenvolvidos varios métodos durante os ultimos 50 anos,
inclusive andlise frontal (AF), andlise frontal por pontos caracteristicos (AFPC), eluicdo
por pontos caracteristicos (EPC), métodos de mdximos de pico, e métodos de perturbacdo.
Os mais convencionais sio AF, AFPC e ECP. O método AF pode ser usado para a
determinagdo de isotermas de um Gnico componente e isoterma competitivas. ECP ¢ FACP
somente sfo usadas para determinacéio de isotermas de um tinico componente [James ef al.,

1999].
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Analise Frontal

Entre os varios métodos cromatograficos disponiveis para se determinar isotermas de
um tnico componente, o da andlise frontal é o mais comumente utilizado por causa de sua
precisdo e relativa simplicidade. Este método tem sido aplicado para determinagfo de um
grande numero de isotermas de equilibrio, em muitos modos de cromatografia [Gritti ef al,

2003a; Guiochon ef al., 1994].

Analise frontal € um método que consiste em substituir rapidamente, em sucessivos
passos, o fluxo de fase mével que escoa pela coluna por solugdes do componente em
estudado com concentragdes crescentes e o registro das curvas de ruptura a saida de coluna.
A Figura 2.12 apresenta um desenho esquemitico de uma curva de ruptura para
determinacdio da concentragdo de equilibrio na fase estaciondria pelo método da andlise

frontal [Gritti ef al, 2003a; Gritti et al, 20035].

Plato

2
2
& 3
2 & g
o . s =2
- massa de soluto adsorvida = 2
= . o “
a fase e s =
lg na fase estacionaria s £
2 :
. - L O
= ponto de inflexdo o =
= g
@
2 -
2 £
o

0 Vv, v,

. . volume final
Volume de eluicio

Figura 2.12 — Método da andlise frontal para determinaco da concentragio de equilibrio
na fase estaciondria. A curva de ruptura ¢ representada pela linha sélida. (Figura adaptada
de Gritti et al., 2003a).
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O balangco de massa do soluto entre o tempo em que a nova solu¢fio entra na coluna e
quando o novo platd € alcancado fornece a quantidade adsorvida, g, do soluto na fase

estaciondria em equilibrio com uma dada concentracio da fase moével ¢, de acordo com a

Equac8o 2.32,
q=_____—C<VFV'V°> (2.32)

a

onde Vr é o volume de retencdio do ponto de inflexdio na curva de ruptura, ¥, € o volume
morto do sistema (incluindo o volume de vazios da coluna), e ¥, € o volume do adsorvente

na coluna [Gritti ef al, 2003b; Cherrak et al., 2000; Jacobson ef al., 1984].

Para isotermas de adsorc8io competitivas, a quantidade adsorvida de cada enantidmero

na mistura € determinada pela equacgo:

Civy —C V i+ -V
=0+ ),(/ ) (233)

a

onde g; e gi+; sdo as quantidades adsorvidas pela fase sélida ap6s o i-ésimo e o (i-ésimo +
1) passos, quando em equilibrio com a concentragio ¢; € ¢;+;, Tespectivamente, Vres € 0
volume de retencdo do ponto de inflexdio da (i-ésima +1) curva de ruptura, ¥, € o volume
morto do sistema € V, é o volume do adsorvente na coluna [Guiochon et al, 1994;
Jacobson ef al., 1984].

A quantidade adsorvida durante cada passo da corrida na AF também pode ser

calculada pela equacfo do balanco de massa integrada:

t =1, {1 + FMC"—)} (2.34)

Cp —Cy

onde go(co) € a quantidade adsorvida no equilibrio apés o passo de mudanca de
concentracio ¢ para concentracdio ¢z na entrada da coluna, e #, é o tempo de retengdo do

componente ndo retido e F € a relagdo (1-e7)/er. A Equag8o 2.34 permite a determinagdo do
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ponto da isoterma, g(cz), a partir do tempo de retengdo da frente da curva de ruptura, I
[Seidel-Morgenstern ¢ Guiochon, 19934].

Para isotermas de componentes individuais, uma série de pontos € obtida diretamente
da integracio de sucessivas curvas de ruptura de solucbes com concentragdes crescentes.
Esta integral é diretamente proporcional a quantidade de soluto adsorvido na fase
estacionaria em equillbrio com a correspondente solugio. Para isotermas de
multicomponentes, as curvas de ruptura também podem ser usadas, mas com algumas
restricdes. A curva de ruptura de uma mistura bindria tem duas ondas separadas por um
platd intermedidrio. Se as condigbes iniciais para uma curva de ruptura sdo que a coluna
esta em equilibrio com uma concentracfio finita de alimentaco, o tempo de eluicdo destas
duas ondas depende desta concentracfio inicial. Assim, ou é necessdrio determinar a
composicdo da solugdo eluente da coluna durante o platdé intermedidrio ou adotar como
condi¢@o de inicial o equilibrio com a fase mével pura, neste caso somente o componente

puro menos retido € eluido durante o platd intermedidrio. [Mihlbachler ef al., 2002].

AF € o unico método cromatografico que permite medidas de isoterma convenientes e
precisas quando a eficiéncia de coluna € baixa. Isto € em grande parte devido & formagdo de
um alto estreitamento da frente da curva de ruptura sobre a influéncia de uma
termodinidmica de equilibrio de fase nfo linear. Este efeito causa a declividade da frente da
curva de ruptura o qual aumenta com concentracdes crescentes. Uma outra vantagem deste
método € que o volume de injecdo nfo é tdo grande, sendo um importante fator na
determinagdo dos coeficientes de transferéncia de massa e que habilita a investigagdo de
uma possivel dependéncia da declividade dianteira na concentragio ao lado do efeito do

alto estreitamento das curvas de ruptura devido a uma isoterma nfo linear [Rearden ef al.,
1998].

Andlise Frontal por Pontos Caracteristicos

Em AFPC (Figura 2.13), a isoterma ¢ determinada a partir do perfil difusivo obtido
substituindo um fluxo de solugéio de soluto na fase mével por um fluxo de fase mével puro

ou, reciprocamente, um fluxo de fase moével puro por um fluxo de uma solugéo de soluto
[Golshan-Shirazi ef al., 1988].
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Cada ponto da isoterma a concentraciio ¢ derivado do volume do efluente, ¥V, do
ponto caracteristico do perfil difusivo, a mesma concentracdo, ¢ na fase mével [Golshan-

Shirazi ef al., 1988]. O balanco de massa pode ser escrito da seguinte forma:

1
7

a

g= j'(V —V,)dec (2.35)

onde g ¢é a quantidade do componente adsorvido pela coluna quando no equilibrio com a

concentragdo ¢ € V; € o volume de adsorvente na coluna [Guiochon ef al., 1994].

Platd

Concentragiio na fase mével

Volume de eluicio

Figura 2.13 — Cromatograma tipico obtido na determinacfio de isotermas de equilibrio

pelos métodos da andlise frontal através de pontos caracteristicos (AFPC).

Considerando que o sinal do detector deva ser convertido em unidades de
concentracio para avaliar Equacdo 2.35, a calibragdo do detector € necessaria. Outra
desvantagem potencial de AFPC é que nenhuma corre¢dio € feita para responder pelo
alargamento das bandas, o qual alargara e difundird o limite da frente da curva de ruptura.
O método de AF, desde que depende apenas de medidas precisas do tempo de retencdo do
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auto estreitamento da frente da curva de ruptura, € menos propenso a erro desta natureza

[Jacobson ef al., 1984].

Eluicdo por Pontos Caracteristicos

O método EPC ¢ a técnica experimental mais simples. Um grande pulso da amostra €
injetado e seu perfil de eluicfo € registrado. A isoterma € calculada usando a Equagio 2.35
[Golshan-Shirazi ef al, 1988]. Um cromatograma tipico obtido por este método €

mostrado a seguir pela Figura 2.14.

O método ECP ¢ idéntico ao método FACP, exceto que uma quantia limitada de
soluto € injetada tal que resulta um pico de eluicBio, em lugar de uma diminuiciio de
concentracdo de um platé. A vantagem desta técnica é a pequena quantidade de amostra
requerida, mas tem as mesmas desvantagens que FACP, também necessitando de uma

calibracdo prévia do detector [Jacobson e al, 1984].

Concentragio na fase movel

M Volume de injecio

Figura 2.14 — Cromatograma tipico obtido na determinac¢fo de isotermas de equilibrio pelo

método da eluicdo através de pontos caracteristicos (EPC).
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2.5.3. Sobrecarga da coluna

Os perfis de elui¢io em condi¢des de sobrecarga sfo muito sensiveis as isotermas de
adsorciio [Guiochon ef al, 1994]. Em altas concentra¢des, as bandas cromatograficas sfo
fortemente influenciadas pela termodindmica de equilibrio de fase, isto €, a influéncia do
comportamento nfo linear da isoterma de adsor¢@io possui uma forte predomindncia com
relacio & influéncia da cinética de transferéncia de massa [Seidel-Morgenstern e
Guiochon, 1993]. Estudos realizados para a separagdo cromatografica da base de Troger
associaram o comportamento apresentado pelos seus enantidmeros ao modelo de isoterma

de adsorcéo [Seidel-Morgenstern e Guiochon, 1993; Mihlbachler et al., 2002].
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo, sfo apresentadas as descrigdes dos materiais ¢ a metodologia
empregada para a realizacdio dos experimentos. A metodologia foi dividida em dois topicos:
i) experimentos com solugbes diluidas para as determinacdes de pardmetros
hidrodinAmicos, de transferéncia de massa e de equilibrio de adsor¢do linear; e ii)
experimentos com solugbes concentradas para obtencio das isotermas de adsorgdo e estudo

da sobrecarga na coluna.

3.1. Materiais

3.1.1. A cetamina

A cetamina [cloridrato de DL-2-(O-clorofenil)-2-(metilamino) ciclohexano] é uma
droga que tem rapida agfio sobre o sistema nervoso central [Wannmacherl, 1998] e que
induz anestesia dissociativa, isto €, estado de sedagfio e amnésia durante o qual o paciente,
embora possa parecer desperto, estd dissociado do ambiente [Yanagihara ef al., 2000;
Kokolkovas, 1995]. Este farmaco tem se mostrado 1til em procedimentos diagndsticos e
cirurgias superficiais de curta duracdo que precisam de intensa analgesia (como a troca de

curativos em grandes queimaduras) [Wannmacherl, 1998].

A cetamina, a qual € comercializada sob a forma de racemato [Svensson e
Gustafsson, 1996], apresenta poténcia distintas entre os enantidmeros. S-cetamina € cerca

de quatro vezes mais potente em analgesia que a R-cetamina [Yanagihara ez al, 2000]. Os
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efeitos da cetamina sobre o sistema nervoso central estfo intimamente relacionados com a
sua potente acfo analgésica e com sua propensdo a produgdo de sonhos e alucinagdes
[Silva, 1998] onde estes efeitos colaterais s@io atribuidos ao isdmero R quando a droga €
administrada sob a forma de racemato [Nishizawa ef al., 2000]. A Figura 3.1 apresenta a

estrutura quimica da cetamina.

Cl

H;CNH

Figura 3.1 — Estrutura quimica da cetamina. O simbolo (%) representa o centro de

quiralidade da molécula da cetamina.

A cetamina utilizada neste trabalho foi gentilmente fornecida pela Cristélia Industrias
Farmacéuticas (Itapira, SP) tanto na forma de mistura racémica quanto na forma pura de

seus enantidmeros.

3.1.2. O adsorvente (Triacetato de Celulose Microcristalina — MCTA)

O MCTA foi adquirido da empresa Macherey — Nagel principalmente devido ao seu
baixo custo, em comparacdo com outras fases estaciondrias quirais, ¢ sua ampla
aplicabilidade.

O adsorvente apresenta uma distribuicdo do tamanho de particulas entre 15 e 25 pm
(didmetro médio de 22 um) e foi empacotado (5,60 g de adsorvente) em uma coluna de ago
inoxidavel (20 x 0,77 cm) pela técnica slurry, utilizando metanol como impulsionador.

Anteriormente ao empacotamento, o MCTA foi ativado pelo aquecimento em etanol por

cerca de 30 min. Apds o aquecimento e decantaco, a suspensdo foi tratada em um banho
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ultrasdnico COLE PARMER 8892 por 5 minutos a temperatura ambiente, de acordo como

apresentado por Seidel-Morgenstern e Guiochon (1993).

3.1.3. Aparelhagem experimental

Todos os experimentos cromatograficos foram realizados em um sistema de CLAE
(cromatografia liquida de alta eficiéncia) WATERS 1525, equipado com controle de
temperatura (temperatura minima de trabalho igual a 30°C), detector UV WATERS 2487 e
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (software BREEZE). Para os experimentos
realizados a temperaturas inferiores a 30°C utilizou-se um banho termostatico NESLAB

RTE 110. A Figura 3.2 apresenta o sistema de CLAE utilizado na realizagdo dos

experimentos.

Figura 3.2 — Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizado na realiza¢do dos

experimentos.

Para a determinacéo das curvas de ruptura multiplas foram utilizados um sistema de
coleta das amostras (Pharmacia Biotech FRAC — 100) e um espectrofotometro (DU 650
BECKMAN) para anélise das mesmas.
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3.2. Métodos
3.2.1. Experimentos com solucdes diluidas — método dos momentos

Caracterizacdo da coluna - determinacdo das porosidades

Experimentos de pulsos cromatograficos com o tri-ferc-butil benzeno (TTBB) € a
dextrana azul foram realizados com a finalidade de se verificar a homogeneidade do
empacotamento ¢ determinar a porosidade total da coluna (gr) e do leito (g),
respectivamente. O TTBB ¢ uma molécula relativamente pequena (M.M.: 264,44 g/gmol) e
nio é retida em MCTA sendo capaz de se difundir nfo somente através do leito mas
também nos intersticios das particulas do sélido poroso. A dextrana azul por ser uma
molécula de alta massa molecular (M.M.: 2 000 000 g/gmol) e também ndo retida em
MCTA sendo capaz de se difundir apenas através do leito.

O TTBB e a dextrana azul foram previamente dissolvidos na prépria fase movel
(etanol anidro) e solugdes de 1,0 g/L foram preparadas. Pequenos pulsos cromatograficos
(20 pL) destas solugbes foram injetadas na coluna sob condi¢des isocraticas, apdés um
periodo de tempo necessario para a estabilizagio do sistema, a diferentes vazdes de
alimenta¢do da fase moével (0,2 a 1,0 mL/min). A temperatura do sistema foi mantida
constante e igual & 30°C (£ 1°C). As respostas dos pulsos foram monitoradas pelo detector

UV no comprimento de onda a 254 nm.

Os valores das porosidades total e do leito foram determinados a partir da analise do
primeiro momento. Os primeiros momentos foram obtidos pela integracdo das respostas
dos pulsos cromatograficos experimentais, de acordo com a Equagdo 2.15. Sendo o TTBB e
a dextrana azul inertes, o termo relativo a adsorc¢@io na Equacgio 2.17 foi desprezado e as
porosidades total € do leito obtidas pela inclinagdo das retas entre os primeiros momentos e

o inverso das velocidades superficiais do fluido, como apresentado pela Equacéo 3.1.
L 1-¢ t, L ¢
=21+ — g, |+ 1="g, +2 1
uu[(s)p}2uT2 -1
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O valor da porosidade do leito obtido experimentalmente foi comparado com o valor
estimado utilizando-se a correlagio proposta por Ruthven (1984), representada pela
Equagdo 3.2. A porosidade da particula foi estimada utilizando a Equac@o 3.3.

g, =0,45+0,55¢ (3.2)

e, =e+(1—-¢€)¢, (3.3)

Separacdo cromatogrdfica com elevacdo da temperatura

Para o estudo da separagfio cromatografica da cetamina racémica com variagéio na
temperatura foi preparada uma solucdo da mistura racémica em etanol anidro com
concentragdo de 1,5 g/L.. Pequenos pulsos cromatograficos (20 ul) foram injetados na
coluna, sob condicGes isocraticas a uma vazio da fase moével igual a 1,0 mL/min. Os
cromatogramas para a cetamina racémica foram obtidos as temperaturas de 10, 20, 25, 30,

40 e 50°C (£ 1°C). As respostas foram monitoradas a 254 nm. Os experimentos foram
realizados em duplicata.

Parametros cromatogridficos de separacdo

Solugdes de 2,0 g/l para ambos os enantidmeros da cetamina e de 1,0, g/L para o
TTBB foram preparadas em etanol anidro. Pequenos pulsos cromatograficos (20 uL) destas
solucdes foram injetados a diferentes vazdes de alimentacdo da fase médvel (0,2 a 1,0
mL/min) nas temperaturas de 25, 30, 40 e 50°C (% 1°C). As respostas foram monitoradas
pelo detector UV no qual foi fixado o comprimento de onda em 254 nm..

Os fatores de capacidade (k) e seletividade (o) do sistema foram determinados a partir

dos tempos de retencio dos enantidbmeros da cetamina (#,) € do TTBB (%), de acordo com
as Equagdes 3.4 € 3.5,
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ki __tr,z_-to (34)
tO
=t (3.5)
kl

onde k é o fator de capacidade, o € a seletividade, ¢, € o tempo de retencéio do analito € 7 €

o tempo de retencdo do componente ndo retido.

Constantes de equilibrio de adsorcdo linear, coeficientes de dispersdo

axial e de transferéncia de massa global

Os experimentos realizados para a determinag@o dos parametros cromatograficos de
separagdo foram utilizados na obtengdo das constantes de equilibrio de adsorgo linear, os

coeficientes de dispersdo axial e pardmetros de transferéncia de massa.

As constantes de equilibrio de adsorcio foram determinados utilizando um
procedimento similar ao descrito para obtengdo das porosidades. Os primeiros momentos
para os enantidmeros da cetamina foram obtidos pela integragdo das respostas dos pulsos
cromatograficos experimentais, de acordo com a Equacdo 2.15. A partir das inclina¢Ses das
retas obtidas entre os valores calculados para o primeiro momento e o inverso da
velocidade superficial foram determinados os valores das constantes de equilibrio de

adsor¢io, de acordo com a Equacfio 2.17.

Para se avaliar a eficiéncia da coluna com a variagdo da temperatura utilizou-se os
dados dos primeiro € segundo momentos obtidos com a injecio de pequenos pulsos
cromatograficos das solugdes dos enantidmeros da cetamina e do TTBB na coluna, de
acordo com as Equacdes 2.17 e 2.18. Os segundos momentos para os enantidmeros da
cetamina ¢ para o TTBB foram obtidos pela integracdo das respostas dos pulsos

cromatograficos experimentais, de acordo com a Equagdo 2.16.

Os valores de HETP foram obtidos a partir da Equagdo 2.21 e, de acordo com a
Equagfo 2.22, a partir da inclinac@io da reta e intersecdo da curva obtida entre HETP ¢ u
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foram determinados os coeficientes de transferéncia de massa global e os coeficientes de

dispersdo axial, respectivamente.

3.2.2. Experimentos com solucdes concentradas

Determinacdo das isotermas de adsorcio pelo método da andlise frontal

Para a determinacfo das isotermas de adsor¢fo foram preparadas solucdes de ambos
enantidmeros da cetamina em etanol anidro a uma concentragdo de 5,0 g/L. Tanto as

solucSes dos enantibmeros quanto a fase mével foram previamente degaseificadas.

As solugdes foram introduzidas continuamente na coluna com passos de concentragdo
de 1,0 g/L. Para tanto, foi realizada uma adsor¢do do tipo gradiente variando-se a vazdo das
duas bombas de modo que as concentragGes fossem mantidas constantes durante o periodo
de tempo determinado. Uma das bombas do aparelho de CLAE foi utilizada para alimentar
um fluxo da fase movel pura, enquanto que a segunda bomba foi utilizada para alimentar
um fluxo da solugfio pura dos enantidmeros. A concentragdo do enantidmero em estudo
alimenatada na coluna foi determinada pela proporcdo entre a fase mével pura e a solugdo
da amostra de maneira que a vazio total (soma entre as vazdes das duas bombas) fosse

mantida a 1,0 mL/min, conforme descrito na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Proporcdo das vazdes entre a fase movel e as solugbes dos enantidmeros

Fase movel (%) Solucao (%) Concentracio na coluna (g/L)

100 0 0
80 20 1
60 40 2
40 60 3
20 80 4

0 100 5
100 0 0
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Inicialmente, apenas a fase movel foi alimentada na coluna. Em seguida variaram-se
as vazdes de ambas as bombas de forma que uma concentragdo de 1,0 g/L. da solugdo dos
enantidmeros atravessasse a coluna até a saturagdo. Ao atingir o equilibrio, uma nova
mudanca nas vazdes das bombas foi realizada de forma que uma nova concentracio
atravessasse a coluna com variagdo de concentracdo em etapas de 1,0 g/L. Este
procedimento foi repetido até que apenas a soluc@io dos enantidmeros (5,0 g/L) atravessasse
a coluna. Com o novo equilibrio atingido, substitui-se bruscamente o fluxo da bomba da

solugdo dos enantidmeros pela bomba da fase mével até a completa eluicéo.

Devido a um estouro de escala observado no detector UV do sistema cromatografico
para concentragdes superiores a 2,5 g/L foi utilizado um coletor de fragSes. A amostras
coletadas foram posteriormente analisados em um espectrofotometro onde previamente foi
levantada curvas de calibracio para ambos os enantidbmeros. De posse das curvas de
calibracio foram construidas as curvas de ruptura multiplas e, a partir destas curvas, com a
Equacfio 2.33 foram obtidas as isotermas de adsor¢fio. Diversos modelos matematicos de
isotermas de adsor¢do, os quais foram previamente discutidos no Capitulo 2, foram testados

para verificar os melhores ajustes com os resultados experimentais.

Estudo de sobrecarga da coluna

Os perfis de eluicdo dos enantidmeros da cetamina foram obtidos pela injecdo de
volumes crescentes (20, 50 e 200 uL) de solugdo concentrada (20 g/L). Os experimentos
foram realizados sob condi¢des isocréticas, a uma vazio de 1,0 mL/min e temperatura

controlada de 25 °C (£ 1°C). As respostas foram monitoradas pelo detector UV no qual foi

fixado o comprimento de onda em 254 nm.
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4. Resultados e Discussoes

O estudo experimental e a modelagem de colunas de adsor¢fio utilizadas em
cromatografia dependem em grande extensdio da determinacgio experimental, como precisio
adequada de pardmetros fundamentais como a porosidade total do leito e das particulas
porosas além daqueles relacionados com o equilibrio ¢ a transferéncia de massa. Neste
capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos na determinacéo de pardmetros importantes
para o projeto de ampliagio de escala, tais como a porosidade total, do leito e das
particulas. Os coeficientes de dispersdo axial, pardmetros de equilibrio e de transferéncia de
massa em fase diluida foram determinados a vérias temperaturas visando a quantificagdo
detalhada da separagdo de misturas racémicas do anestésico cetamina. A obtencdo das
isotermas de adsor¢do pelo método da analise frontal e o estudo da sobrecarga da coluna

foram realizados com solu¢des concentradas.

Experimentos com solucdes diluidas

4.1. Determinacdo das porosidades total, do leito e das particulas

Inicialmente, determinou-se o valor de V), correspondente ao volume morto externo a
coluna, no qual esté associado com os tubos conectados ao injetor da amostra até a entrada
do detector na auséncia da coluna. Pulsos cromatograficos de 20 uL do TTBB foram

introduzidos no volume morto a diferentes vazges. O volume morto foi determinado pela
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Equagdo 4.1 e os resultados s3o apresentados na Tabela 4.1. O valor médio obtido foi 0,34

Vy =ty 0 (4.1

Na equacdo acima, O representa a vazdo de alimentacfo da fase mével e 4, o tempo

de retengdio dos pulsos introduzidos no sistema na auséncia da coluna.

Tabela 4.1 — Volume morto determinado com injecdo do TTBB nas conexdes do sistema

de CLAE sem a presenca da coluna para cada vazio estudada

O (mL/min) | #, (min) Vy (mL)
1,00 0,37 0,37
0,80 0,43 0,35
0,60 0,55 0,33
0,40 0,82 0,33
0,20 1,56 0,31

A Figura 4.1 apresenta as retas obtidas pela andlise do primeiro momento para a
determinacdo das porosidades total e do leito, de acordo com a Equagéo 3.1. Os valores dos
primeiros momentos dos pulsos cromatograficos para a determinagfio das porosidades
foram subtraidos dos valores de 7). Os valores alcangados para er e £ experimentalmente

sdo apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Resultado do primeiro momento para o0 TTBB e dextrana azul

Porosidades er €
0,66 0,39
R? 0,99999 0,99939
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p (min)

L/u (min)

Figura 4.1 — Primeiro momento vs inverso da velocidade superficial para o TTBB (m) ¢

para a dextrana azul (®) a 30°C.

De acordo com a correlagio proposta por Ruthven (1984) (Eq. 3.2) o valor alcangado
para ¢ foi de 0,38. Este resultado revela que a correlagdo utilizada representa bem o
resultado experimental para a faixa de didmetro de particulas do adsorvente. A porosidade

da particula foi estimada pela Equagfo 3.3 e o resultado encontrado foi de 0,44.

A literatura aponta valores de porosidade total para colunas empacotadas com
MCTA, tendo etanol como eluente, dentro de uma faixa que varia entre 0,606 a 0,710
[Miyabe e Guiochon, 1999; Rearden e al., 1998; Seidel-Morgenstern ¢ Guiochon,
1993a; Seidel-Morgenstern e Guiochon, 19935b; Rizzi, 1989a]. Foi também reportado
valor de porosidade total igual a 0,67 e porosidade do leito e das particulas iguais a 0,40 e
0,45, respectivamente, tendo metanol como eluente [Pais ef al., 1998]. De acordo com os
resultados obtidos, os valores de porosidade determinados encontram-se dentro da faixa

reportada na literatura da area abordada.
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4.2. Variacdo dos tempos de retencio com elevacdo da temperatura

Os cromatogramas de eluicio da cetamina racémica para a faixa de temperatura
investigada, apresentada pela Figura 4.2, revelam que para valores mais baixos de
temperaturas hd um grande alargamento das bandas cromatograficas. Entretanto,
simplesmente pelo aumento na temperatura de 25 para 50°C houve uma melthora
significativa nos perfis de eluicdo. Para ambos os enantidmeros a largura das bandas
diminui nitidamente. Jacobson ef al. (1993) constataram comportamento andlogo na
separacdo cromatografica da base de Troger em uma coluna empacotada com MCTA e

tendo etanol como fase movel.

Uma variag8o significativa nos tempos de retencfio com a elevacdo da temperatura em
10 graus para ambos os enantidmeros da cetamina foi observado (Figura 4.3). O
enantidmero mais retido, no caso a R-cetamina, mostrou-se mais sensivel a esta elevagio da
temperatura provocando uma aproximag@o entre os picos dos dois enantidmeros a medida
que a temperatura foi aumentada. Esta aproximagio possui influéncia direta na seletividade
do sistema onde os valores de o, calculados pela Equacgio 3.5, sdo apresentados na Tabela
4.3. Devido a aproximac#o entre os tempos de retengfo dos dois enantidmeros, foi possivel
observar uma diminuic&o nos valores de a. Apesar desta variagdo nos valores de o, com o
aumento da temperatura, o sistema apresentou uma boa separacdo com valores de

seletividade superiores a 2.

Tabela 4.3 — Fatores de capacidade (k) e seletividades (o) para cada temperatura estudada a

vazio de 1,0 mL/min na separac¢éo da mistura racémica

Temperatura (°C) k k, a
10 1,27 3,28 2,59
20 1,08 2,70 2,50
25 0,92 229 249
30 0,91 2,18 2,41
40 0,73 1,65 2,24
50 0,61 1,25 2,07
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Figura 4.2 — Perfis de eluigdo da cetamina racémica (1,5 g/L) a vazio de 1,0 mL/min da
fase movel e volume de injecdo igual a 20 puL: (a) 10 °C, (b) 20 °C, (c) 25 °C, (d) 30 °C,

(e) 40 e (f) 50 °C.
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Figura 4.3 — Tempo de retenc¢fo da cetamina racémica como fungfo da temperatura a uma
vazio de 1,0 mL/min da fase movel. S-cetamina € representada pelo simbolo (®) € a R-

cetamina pelo simbolo (m).

4.3. Determinacdo dos perfis de eluicdo para os enantiomeros da

cetamina

Devido ao grande alargamento dos perfis de bandas cromatogréficas observadas para
as temperaturas inferiores a 25°C, optou-se por trabalhar na faixa de temperatura entre 25 e
50°C. As Figuras 4.4 e 4.5 apresentam os perfis de eluicdo dos enantidmeros da cetamina
para a faixa de temperatura estudada a uma vazio da fase mével igual a 1,0 mL/min. Os
cromatogramas de eluicdo mostram que o sistema € reprodutivo, visto que os tempos de

retengdo foram praticamente os mesmos para os ensaios realizados em duplicata.

Os tempos de retengdo para os enantidmeros da cetamina, conforme também
observado nos perfis de eluicdo da cetamina racémica (Fig. 4.2), diminuiram
consideravelmente com a elevacdo da temperatura e este comportamento se mostrou bem

mais acentuado para a R-cetamina.
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Figura 4.4 — Perfis de eluicdo da S-cetamina (2,0 g/L) a vazio de 1,0 mL/min da fase
mével e volume de injecdo igual a 20 pL: (a) 25°C, (b) 30°C, (¢) 40°C e (d) 50°C.
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Figura 4.5 — Perfis de eluicdo da R-cetamina (2,0 g/L) a vazdo de 1,0 mL/min da fase
movel e volume de injeg¢do igual a 20 uL: (a) 25°C, (b) 30°C, (¢) 40°C e (d) 50°C.

Resultados e Discussbes

57




Dissertacio de Mestrado

4.4. Determinacdo dos pardmetros de separacdo cromatogrdfica

Os fatores de capacidade e seletividade foram determinados a partir dos tempos de
retencdo observados nos perfis de elui¢do para ambos os enantibmeros € o TTBB,
descontando o valor de #).. Os resultados de & e o sfo apresentados na Tabelas 4.4 para uma
vazdo de 1,0 mL/min, de acordo com as Equagles 3.4 e 3.5, para cada temperatura

estudada. Os subindices 1 e 2 correspondem a S- cetamina e R-cetamina, respectivamente.

Tabela 4.4 — Fatores de capacidade e seletividade a vazio de 1,0 mL/min dentro da faixa

de temperatura estudada para os enantiémeros da cetamina

Temperatura (°C) | ty(min) #, (min) ¢, (min) k; k, a
25 6,40 12,28 21,04 0,92 2,29 2,49
30 6,08 11,59 19,35 0,90 2,18 2,41
40 6,04 10,55 16,10 0,73 1,65 2,23
50 6,02 9,66 13,56 0,60 1,25 2,07

Os resultados apresentados mostram que hid uma dependéncia dos fatores de
capacidade e de seletividade com a temperatura, conforme observado anteriormente na
Tabela 4.3. A seletividade decresce com o aumento da temperatura, devido a uma maior
aproximag8o entre os picos. Estes resultados confirmam os ja determinados com a cetamina
racémica. Importante ressaltar que, como apresentado na Tabela 4.3, os valores de «

calculados para a cetamina racémica sio equivalentes aos apresentados na Tabela 4.4.

4.5. Determinacdo das constantes de equilibrio de adsorcao linear

De acordo com as retas obtidas a diferentes temperaturas (Figura 4.6), pela analise do
primeiro momento (descontando os valores de #;), para os enantidmeros da cetamina, foi
possivel determinar as constantes de equilibrio K, pelas inclinacdes das retas entre p e L/u,
conforme a Equacgfio 2.17.
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Figura 4.6 — Determinagio das constantes de equilibrio de adsor¢@o para S-cetamina (@) €
R-cetamina (m) pela analise do primeiro momento: (a) 25°C, (b) 30°C, (c) 40°C, e
(d) 50°C.

Os resultados apresentados na Tabela 4.5 mostram que os valores de K, sdo maiores
que a unidade, decrescendo com o aumento da temperatura. Isto significa que ha uma forte
interacdo entre cada um dos enantidmeros e a coluna quiral, principalmente a temperaturas
mais baixas utilizadas na realizacdo dos experimentos. A coluna apresentou uma maior
afinidade para a R-cetamina, com valores de K, mais elevados que para a S-cetamina. Isto
pode ser devido a interagOes estéricas diferentes entre os enantiémeros e a fase estaciondria.
A aumento dos valores de K, a temperaturas mais baixas também pode significar uma
importante contribui¢io para o alargamento das bandas devido a uma reducfo da cinética

de desor¢do entre os enantidmeros ¢ a fase estaciondria.
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Tabela 4.5 — Valores de K, para os enantiémeros da cetamina

Temperatura (°C) S-cetamina R-cetamina
K, R? K, R?
25 2,09 0,99993 5,35 0,99995
30 1,85 0,99999 4,51 0,99998
40 1,42 0,99999 3,28 0,99999
50 1,13 0,99999 2,37 0,99975

4.6. Determinacdo dos coeficientes de dispersido axial e dos parimetros

de transferéncia de massa

Para se avaliar a eficiéncia da coluna com a mudanga na temperatura utilizou-se os
dados dos primeiro e segundo momentos de ambos os enantidmeros, conforme a Equaggo

2.22. e os resultados sdo apresentados nas Figuras 4.7, 4.8 ¢ 4.9.

Observando-se as Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 foi possivel verificar a nfo existéncia de um
minimo no grafico de Van Deemter ocorrendo uma dependéncia linear entre HETP € u,
indicando que a eficiéncia da coluna € controlada pelos efeitos de dispersdo axial e de
resisténcia a transferéncia de massa. Nota-se também uma forte dependéncia da eficiéncia
com a temperatura e vazdo da fase moével. Para todos os valores de temperatura
investigados, o isdbmero mais retido apresentou a menor eficiéncia, seguido pelo isdmero
menos retido, e finalmente pelo TTBB, que apresentou a maior eficiéncia dentre os trés. A
combina¢do entre uma maior eficiéncia da coluna € uma diminuicdio nos tempos de
retencdo com a elevagdo da temperatura s3o responsaveis pela diminui¢do nas larguras dos

perfis das bandas cromatograficas, como observado nas Figuras 4.2, 4.4 e 4.5.
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Figura 4.7 — Gréfico de Van Deemter para a S-cetamina a: (m) 25°C, (@) 30°C, (4) 40°C e

(W) 50°C.
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Figura 4.8 — Grafico de Van Deemter para a R-cetamina a: (m) 25°C, (@) 30°C, (A)40°Ce

(W) 50°C.
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Figura 4.9 — Gréfico de Van Deemter para o TTBB a: (m) 25°C, (e) 30°C, (&) 40°C ¢
(¥)50°C.

As Tabelas 4.6, 4.7 e 4.8 apresentam os valores dos pardmetros 4 € C da equacédo de
Van Deemter para ambos os enantidmeros da cetamina e para o TTBB. Os termos 4 e C
foram determinados a partir da intersegdo e inclinagdo das retas obtidas entre HETP ¢ u,

respectivamente.

Tabela 4.6 — ParAmetros 4 e C da equacfo de Van Deemter para a S-cetamina

Temperatura (°C) A (cm) C (min) R®
25 0,0377 0,0797 0,99794
30 0,0359 0,0603 0,99358
40 0,0222 0,0427 0,99773
50 0,0212 0,0225 0,99239
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Tabela 4.7 — ParAmetros 4 e C da equagio de Van Deemter para a R-cetamina

Temperatura (°C) A (cm) C (min) R*
25 0,0425 0,1773 0,99318
30 0,0380 0,1420 0,99793
40 0,0328 0,0682 0,99876
50 0,0269 0,0412 0,98018

Tabela 4.8 — Parametros 4 e C da equagfio de Van Deemter para o TTBB

Temperatura (°C) A (cm) C (min) R’
25 0,0192 0,0209 0,99951
30 0,0178 0,0183 0,99631
40 0,0164 0,0144 0,99535
50 0,0159 0,0105 0,99827

Os valores de 4 deveriam permanecer constantes. Entretanto, constatou-se que os
valores variaram ligeiramente com a temperatura. Jacobson ef al (1993) atribui este
comportamento a distribui¢do do tamanho de particulas do material empacotado, e também

a suas irregularidades.

Dentro da faixa de vazfo da fase mével utilizada os graficos de HETP vs u possuem
um comportamento linear e, a partir da extrapolacdo das retas obtidas, foi possivel
determinar os valores de 4 da equagio de Van Deemter. O fato de ter sido desconsiderado o
termo B da equacfio de Van Deemter, o qual esta relacionado com os efeitos da difuséo
molecular, pode justificar esta pequena diferenca observada nos valores de 4 com o
aumento da temperatura. A influéncia da difusdo molecular para a dispersdo axial costuma
ser pequena ¢ normalmente s6 € percebida a baixas velocidades de escoamento do fluido.
De fato, até o menor valor de vazdo empregado (0,2 mL/min), essa influéncia ndo foi
sentida. No entanto, como o valor de 4 corresponde ao ponto de interse¢do da curva HETP
vs u com 0 €ixo y, seu valor pode vir a ser influenciado pelo termo correspondente a

difusfio molecular, consideravel a valores minimos de vazio, os quais ndo foram testados.
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A partir da Tabela 4.6 a 4.8 foram calculados os valores dos coeficientes de disperséo
axial e de transferéncia de massa global, mostrados na Tabela 4.9 e 4.10. Como a mistura
axial no sistema em estudo foi considerada ser determinada pelo escoamento entre os
espacos vazios do leito desprezando os efeitos de difusdo molecular, esta contribuicdo para
HETP dever ser aproximadamente o mesmo para todos os adsorbatos. Isto implica que
todos o solutos deveriam ter o mesmo HETP, a zero de velocidade superficial da fase
mével De fato, para uma dada temperatura, os dois enantidbmeros apresentam

aproximadamente o mesmo valor de Dy/u, mas o valor correspondente a0 TTBB cai

ligeiramente.

Tabela 4.9 — Valores de D;/u e k, obtidos a partir da analise dos momentos para 0s

enantidmeros da cetamina

Temperatura (°C) Dy/u (cm) ki, (min™)
S-cetamina R-cetamina  S-cetamina  R-cetamina
25 0,0188 0,0213 5,12 1,51
30 0,0180 0,0190 7,02 2,07
40 0,0111 0,0164 10,55 5,05
50 0,0106 0,0135 20,89 9,52

Tabela 4.10 — Valores de D;/u obtidos a partir da analise dos momentos para o TTBB

Temperatura (°C) Di/u (cm)
25 0,0096
30 0,0089
40 0,0082
50 0,0080

Os resultados apresentados na Tabela 4.9 mostram que os valores de %, para ambos
os enantibmeros, aumentaram com a elevacio da temperatura. De acordo com a magnitude

dos valores de kn, observa-se uma baixa transferéncia de massa na coluna quiral. Conforme
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afirmado por Miyabe e Guiochon (1999) ¢ Jacobson ef al. (1993), a principal contribuicio
para o alargamento das bandas em uma coluna de MCTA ¢ a baixa cinética de transferéncia
de massa. De fato, os perfis de eluicio da cetamina racémica, para as temperaturas mais
baixas investigadas no presente trabalho, nota-se um consideravel alargamento das bandas,
principalmente para o enantidmero mais retido, onde os valores mais baixos de k, foram

encontrados.

Os valores de difusividade molecular (D) foram estimados pela equagéio de Wilke-
Chang, representada pela Equacio 4.2, conforme descrito por Cremasco ef al (2001),
Miyabe e Guiochon (2000), Miyabe e Guiochon (1999) ¢ Miyabe e Suzuki (1992),

ot W

D =74-1
m ,nV'bO,G

(4.2)

onde ¢ corresponde ao coeficiente de associag@io do solvente cujo valor é de 1,5 para o
etanol, M é a massa molecular do solvente, 1 € a viscosidade da solugfio, 7 € a temperatura
absoluta, ¢ V3 € o volume molar a temperatura de ebuli¢io. O valor de ¥, para os
enantidbmeros da cetamina foi determinado pelos volumes de Le Bas, de acordo com Welty
et al. (1984) e Cremasco (1998), e o valor estimado foi de 288.3 g/em’. Os resultados
obtidos pelas Equagdes 4.2 sdo apresentados na Tabela 4.11.

Tabela 4.11 — Coeficientes de difusio molecular

Temperatura (°C) D, (cm*/min)
25 9,19-10
30 9,88-10%
40 1,26-10%
50 1,54-10%

Os coeficientes de transferéncia de massa no filme (k) foram estimados pela Equaggo
de Wilson-Geankoplis, representado pela Equagio 4.3, no qual é vélida para sistemas
liquidos dentro da faixa 0,0015<Re,<55, conforme Cremasco ef al. (2001),
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_ ks 109

_ 1/3
Shp D = PeMp
d _su
Pey, = IP)
d su
Re, =—%
v

(4.3a)

(4.3b)

(4.3¢)

onde Shp, Re, € Peyyp sdo os nimeros de Sherwood, de Reynolds € de Peclet massicos da

particula, e v € a viscosidade cinematica da solugéo.

Nas Tabela 4.12 — 4.15 sdo apresentados os valores de &; determinados pela Equacéo

4.3, para a faixa de vazdo da fase movel e temperatura investigada no presente trabalho. Os

resultados apresentados mostram que, para as temperaturas de 25 e 30°C, apenas para as

vazdes de 0,8 ¢ 1,0 mL/min , os valores de Re, encontram-se dentro da faixa onde ks €

valido. Para as temperaturas de 40 e 50°C, a faixa de vazio onde ;€ valido foi de 0,6 a 1,0

mL/min.

Tabela 4.12 — Variagdo dos valores de krcom a velocidade superficial da fase movel a

temperatura de 25°C

O (mL/min)| Rer Pesp Kkr(cm/min)
1,0 0,00199 182  7,25-10™
0,8 0,00159 146  7,73-10%
0,6 0,00119 109  6,11-10™
0,4 0,00079 73  5,34-10%
0,2 0,00040 36  4.24.10%
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Tabela 4.13 — Variac8io dos valores de krcom a velocidade superficial da fase mével a

temperatura de 30°C

O (mL/min)| Rep  Peyp kf(cm/min)
1,0 0,00210 170  7,62-10%
0,8 0,00168 136  7,07-10%
0,6 0,00126 102  6,43-10%
0,4 0,00084 68 5,62-10%
0,2 0,00042 34 4,46-10%

Tabela 4.14 — Variacéo dos valores de s com a velocidade superficial da fase mével a

temperatura de 40°C
O (mL/min) | Rep Peyp kr(cm/min)
1,0 0,00259 133  8,97-10%
0,8 0,00207 106  8,32:10
0,6 0,00156 80  7,56-10%
0,4 0,00104 53  6,61-10%
0,2 0,00052 27  52510%

Tabela 4.15 — Variacfo dos valores de krcom a velocidade superficial da fase movel a

Resultados e Discussdes

temperatura de 50°C
Q (mL/min) | Rep  Peyp Kkr(cm/min)
1,0 0,00306 110  1,02:10"
0,8 0,00245 88  9,52.10%
0,6 0,00184 66  8,6510%
0,4 0,00122 44  7,5510%
0,2 0,00061 22 5,99-10%
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O coeficiente de transferéncia de massa externo a particula (ky) ¢ dependente da vazio

da fase movel. Os valores de Re, encontrados fora da faixa indicada podem ser atribuidos a

uma combinacio entre as baixas vazdes utilizadas e a uma dada temperatura investigada.

De posse dos valores de ks foi possivel avaliar a resisténcia a transferéncia de massa

devido ao transporte externo (d,/6k;), como indicado pela Tabela 4.16.

Tabela 4.16 — Resisténcia 4 transferéncia de massa devido ao transporte externo

u (cm/min) Temperatura (°C)
25 30 40 50
2,15 4,60-10% 4,37.10%  3,72.10% 325107
1,72 4,9510%  4,71-10%  4,00.10%  3,50-10%
1,29 545109 518107  441.10%  3,85.107
0,86 6,24-10° 59310 50410 4,41-10%
0,43 786109 7,47.10% 63510  5,56-10%°

Com os resultados apresentados na Tabela 4.16 e 4.9 foi possivel determinar a

contribui¢@o resisténcia a transferéncia de massa devido a difusdo no poro (d,*160e,D,) e,

por conseqiiéncia, os valores de D,, como apresentado nas Tabelas 4.17 ¢ 4.18. Para

realizacdo dos célculos foram utilizados os resultados obtidos com a vazio da fase mével

igual a 1,0 mL/min (velocidade superficial igual a 2,15 cm/min).

Tabela 4.17 — Resisténcia a transferéncia de massa devido a difus3o no poro

Temperatura (°C) S-cetamina R-cetamina
25 1,90-10% 6,60-107
30 1,38-10™ 4,79-10"
40 9,11-10° 1,94-10°
50 4,46-10% 1,02-10™
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Tabela 4.18 — Valores de difusividade no poro

Temperatura (°C) Dy (cm”/min)
S-cetamina R-cetamina
25 7,95-10% 2,29-1077
30 1,10-10% 3,16:1077
40 1,66-107 7,80-1077
50 3,39-10% 1,48.107

Os resultados mostram que a cinética de transferéncia de massa € controlada pela
difusio nos poros das particulas. Comparando o valor de D, calculados para os
enantidmeros da cetamina a 40°C, estimados pela Equagio 4.2, isto €, 1,26-10% cm?/min,
os valores de D, sdo menores que D, por um fator aproximado de 8 para a S-cetamina ¢ 16
para a R-cetamina. Conforme relatado por Miyabe e Guiochon (1999), o estudo cinético da
transferéncia de massa do enantidmero (S) da base de Tréger em MCTA e etanol como fase
mével apresentou valor de D, menor que o valor de D, na ordem de 160, para uma
temperatura de 40 °C. Guiochon ef al (1994) afirma que resultados experimentais
apresentam valores de D, menores que D, entre 3 e 30 vezes, para empacotamentos
cromatograficos tipicos onde a porosidade da particula encontra-se numa faixa entre 0,30 e
0,70. As taxas D,/D, estimadas neste estudo estdo de acordo com a afirmacfo prevista,
conforme a Tabela 4.19. Provavelmente, a baixa eficiéncia da coluna para os enantiomeros
da cetamina (o qual apresentou a uma temperatura de 25°C N,=715 para o TTBB, N,=279
para S-cetamina, N,=167 para R-cetamina) possa ser explicado pelos baixos valores de D,.

Tabela 4.19 — Variacio na taxa D,/D, com a temperatura para os enantibmeros da

cetamina
Temperatura (°C) S-cetamina R-cetamina
25 12 40
30 9 31
40 8 16
50 5 10
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4.7. Andlise termodindmica de adsorcdo

A Equacg@o 4.4, derivada da equacdo de Gibbs-Helmholtz, permite a determinacdo da
entalpia molar de adsorgfo, AH,u, através da relago entre a constante de equilibro de

adsorgio linear, K,, e a temperatura absoluta, T:

O(InK ) AH

a(1/T) R ¢4

onde R representa a constante universal dos gases [Miyabe e Guiochon, 1999; Seidel-

Morgenstern ¢ Guiochon, 19935].

De acordo com a Equacéo 4.4, a partir da inclinacéio das retas obtidas entre n K, e 1/7

(Figura 4.10), foi possivel obter a energia molar de adsor¢io para ambos os enantidmeros.

1.8
1,61
141
12-
101
ﬁ 081
0.6
0.4
021

090 ¥ 1 N ¥ * i v i M ¥ * T *
0,00305 0,00310 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340

VT (K

Figura 4.10 — Dependéncia da constante de equilibrio de adsor¢do linear (K,) com a
temperatura para os enantidmeros da cetamina. S-cetamina é representada pelo simbolo (®)

e a R-cetamina pelo simbolo (m).
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Observou-se uma dependéncia linear entre In K, e 1/T onde a S-cetamina apresentou
um valor de AH g5 igual a —19,915 kJ/mol enquanto que a R-cetamina um valor de AH s
igual a —26,020 kJ/mol. Apenas para efeito de comparacdo € interessante observar os
resultados apresentados por Jacobsom ef al (1993), com relagio a separagdo
cromatografica do enantidmeros da base de Troger em MCTA e etanol a varias
temperaturas. Estes autores encontraram valores de AHs;s igual a —20,1 kJ/mol para o

enantidbmero menos retido € —22,3 kJ/mol para o enantiémero mais retido.

Experimentos com solucées concentradas

4.8. Determinacdo das isotermas de adsorcdo

A Figuras 4.11 apresenta as curvas de calibragdo absorbancia vs concentrag@o obtidas
para os enantiémeros da cetamina. A partir destas curvas de calibragdo foi possivel calcular
as concentragdes das amostras coletadas durante os experimentos para obtengdo das

isotermas de adsor¢ao.

(@)
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Figura 4.11 — Curva de calibragdio absorbéncia vs concentracdo para os enantidmeros da

cetamina: (a) S-cetamina; (b) R-cetamina.

Para concentracdes da S-cetamina superiores a 1,26 g/ e da R-cetamina superiores a
1,50 g/L, de acordo com as curvas de calibragio, foi necesséario diluir as amostras para que
estas se encontrassem dentro da regido linear e, finalmente, para que pudessem ser

efetuadas as leituras no espectrofotémetro.

A Figura 4.12 apresenta os cromatogramas da andlise frontal obtidos a temperatura de
25°C para ambos os enantiOmeros da cetamina. As curvas de rupturas multiplas foram
obtidas a uma vazdo total de 1,0 ml/min com passos de concentragio de 1,0 g/L de ¢, = 1,0
g/L a ¢, = 5,0 g/L. As curvas de ruptura para os isomeros da cetamina apresentam uma
diferenca significativa com relagdo ao tempo para que estes enantibmeros atinjam o
equilibrio, ou seja, até atingir o platd. De fato, o enantidmeros mais retido (R-cetamina)
leva mais tempo para atingir o platd devido a sua maior retengio provocada pela maior
afinidade pela coluna quiral.
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Figura 4.12 — Andlise frontal para determinagdo das isotermas de adsor¢do dos
enantidmeros da cetamina a 25°C. As leituras no espectrofotémetro foram realizadas com

comprimento de onda igual a 254 nm.

As isotermas de equilibro obtidas pela adsor¢do dos enantiomeros da cetamina em
MCTA a 25°C sfo apresentadas na Figura 4.13. A quantidade de soluto adsorvida na fase
estaciondria (g) em equilibrio com a quantidade de soluto na fase mével (c¢), para cada
enantidmero da cetamina, foi obtida através da Equagfo 2.33.

Os pontos experimentais foram ajustados pelo software ORIGIN 6.0, pelos modelos
de isotermas de adsorc¢io de Langmuir (L), Langmuir-Freundlich (LF) e T6th (T), os quais
foram previamente discutidos no Capitulo 2. Os modelos citados descrevem bem as
isotermas experimentais apresentando bons coeficientes de correlagiio R%, conforme Tabela
4.20. Apesar do modelo de Téth ter apresentado um bom coeficiente de correlagdo para
ambos os enantidmeros, nota-se que, para a R-cetamina o pardmetro a da isoterma

apresenta um erro de +5,3693.
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Figura 4.13 — Isotermas de adsor¢do dos enantibmeros da cetamina em MCTA a

25 °C obtidos pelo método da andlise frontal S-cetamina € representada pelo simbolo (@) e a

R-cetamina pelo simbolo (m).

Tabela 4.20 — Pardmetros das isotermas de adsor¢do obtidos pela andlise frontal

Modelo Parimetros S-cetamina R-cetamina
a 2,81605 +0,11727  7,10175 +0,68023
L b(L/g) 0,20134 +0,0195 0,10947 +0,03486
R* 0,99888 0,99664
a 2.82632 +0,12759 6,8747 +0,46434
LF b (L/g) 0,23455 +0,04572  0,18848 +0,03025
v 1,10074 +0,13907 1,34663 +0,17254
R* 0,99904 0,99855
a 3,03323 +0,4528 11,08519 +5,3693
T b (L/g) 0,17797 +0,03491 0,11532 +0,02036
v 1,15824 +0,3057 1,76385 +1,03254
R* 0,99898 0,99754
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Estudos realizados por Seidel-Morgenstern e Guiochon (1993a), Seidel-
Morgenstern € Guiochon (19936) ¢ Seidel-Morgenstern ef al. (1993), tendo MCTA
como fase estaciondria e etanol como fase movel para separacdo cromatografica dos
enantibmeros da base de Trbger, apresentam como resultados isotermas de adsorcdo
ajustadas pelo modelo de Langmuir para o enantidmero menos retido enquanto que para o

enantidmero mais retido o melhor ajuste foi obtido pelo modelo quadratico.

4.9. Estudo da sobrecarga da coluna

A Figuras 4.14 apresenta os cromatogramas para trés injecSes consecutivas, com
volumes de injec8o diferentes (20, 50 e 200 pL) a 20 g/L, dos enantibmeros da cetamina
com vazio da fase moével a 1,0 mL/min e temperatura a 25 °C. Foi possivel observar que
para volumes menores de inje¢do houve uma maior alargamento dos picos. Com o aumento
do volume de injecdo houve uma melhor definicdo dos perfis de eluicdo gerando para
ambos enantidmeros uma ligeira diminuigdo nos tempos de retengdo sendo que para o

enantidmero mais retido (R-cetamina) esta diminui¢Zo foi mais acentuada.

2,5
1@ 200 L
2,0
1,54
jown)
-
1,01
50 uL
0,5+
20 5L
0,0
T T T T T T 7 T T
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Figura 4.14 — Perfis de eluicdo para injecSes de solugdes concentradas (20 g/L) dos
enantidmeros da cetamina a 25°C e 1,0 mL/min: (a) S-cetamina; (b) R-cetamina. Volumes
de injecdo: 20, 50 € 200 uL.

Seidel-Morgenstern ef al. (1993a) ¢ Seidel-Morgenstern ¢ Guiochon (1993)
constataram que, para a base de Troger (em MCTA como fase estaciondria e etanol como
fase movel) o enantibmero menos retido possui um comportamento andlogo ao observado
para os enantidmeros da cetamina. Entretanto, para o enantidmero mais retido um
comportamento incomum foi observado. Inicialmente houve um aumento nos tempos de
retencio, porém com volumes de injecdes maiores houve uma diminuicdo significativa no
tempo de retencdo. Este comportamento incomum descrito pelos autores foi justificado pelo
tipo de isoterma de adsor¢dio (isoterma quadrtica). Este comportamento também foi
reportado por Okameoto et al. (19845). Mihlbachler et al. (2002) relata o mesmo
comportamento para o enantiomero mais retido da base de Troger tendo como fase
estaciondria a Chiralpak AD e 2-propanol como fase mével. Porém, para o enantidmero

menos retido houve um aumento nos tempos de retenco.
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Capitulo 5

5. Conclusoes

Neste trabalho € aplicado um procedimento para a determinacio experimental de
parAmetros essenciais que descrevem e quantificam a forma como ocorre a separagio dos
enantidbmeros de uma mistura racémica através da utilizacio de uma fase estaciondria
quiral, em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os parmetros
determinados s@o de importancia fundamental para se projetar experimentos no sistema de
cromatografia continua (leito mével simulado), o qual faz parte da linha de pesquisa do
laboratorio de biosseparacdes, do Departamento de Processos Biotecnolégicos da
Faculdade de Engenharia Quimica — UNICAMP.

Os estudos aqui apresentados mostraram que o MCTA pode ser utilizado na
separagdo cromatografica dos enantibmeros da cetamina. Para a faixa de temperatura e
vazio abordada na execugdo dos experimentos o sistema apresentou valores de seletividade

relativamente altos, com valores acima de 2,0.

O método dos momentos foi empregado na determinagio de pardmetros como a
porosidade total do leito de MCTA, das constantes de equilibrio, dispersdo axial e os
coeficientes de transferéncia de massa global. A fase estaciondria exibe uma maior
afinidade para a R-cetamina. Os valores das constantes de equilibrio decresceram com o
aumento da temperatura sendo que para o S-cetamina este decréscimo foi 39% e para o R-
cetamina 47%. Os valores de dispersfo axial praticamente permaneceram constantes para
os dois enantibmeros da cetamina para cada temperatura estudada, caindo ligeiramente com
relagdo ao TTBB. Os valores dos coeficientes de transferéncia de massa global aumentaram
com a elevagio da temperatura de 5,12 min” para 20,89 min” com relagio i S-cetamina e

de 1,51 min" para 9,52 min” com relacfio a4 R-cetamina. Estes resultados mostram que ha



- —————e g — -

uma relativa baixa cinética de transferéncia de massa na coluna quiral, com valores mais

elevados para uma temperatura de 50°C.

Pode-se ainda concluir que o grande alargamento das bandas cromatograficas
observadas para os valores de temperatura mais baixos investigados neste trabalho € devido
as interagdes mais fortes entre a fase estaciondria e os enantidmeros da cetamina como
também & cinética de transferéncia de massa. De fato, com a elevacdo da temperatura foi
possivel observar uma melhora significativa nos perfis de bandas cromatograficas. Os
resultados mostram claramente que a elevacio da temperatura provoca uma diminui¢Zo nos
valores das constantes de equilibrio € um aumento nos valores dos coeficientes de

transferéncia de massa global contribuindo para uma diminui¢8o na largura dos picos.

A resisténcia a transferéncia de massa devido a difusfio no poro € controladora dos
processos de transferéncia de massa na coluna quiral. A baixa eficiéncia da coluna

provavelmente deva-se aos baixos valores de D,.

A andlise frontal adaptada para um protocolo que utiliza degraus sucessivos (curvas
de rupturas multiplas), para a determinacfo das isotermas de adsor¢do mostrou ser um
método bastante rapido e eficaz. Uma das grandes vantagens deste método € o relativo
baixo consumo de material. Os dados de equilibrio determinados neste estudo podem ser

descritos satisfatoriamente pelos modelos de Langmuir, Langmuir-Freundlich e Téth.

Experimentos de sobrecarga foram realizados com os enantidmeros puros. Foi
observado um maior alargamento das bandas cromatograficas a volumes mais baixos de
injecdo e um decréscimo constante nos tempos de retencdo a medida que foi aumentado o
volume de injecdo. Este comportamento pode ser associado ao tipo do modelo de isoterma

de adsorcdo o qual os dados experimentais foram ajustados.
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Sugestoes para futuros trabalhos

Os resultados obtidos na presente dissertacdo de mestrado possibilitaram a avaliagdo

de aspectos de separacdio, de transferéncia de massa e de equilibrio para a separacdo

cromatografica da cetamina na fase estaciondria MCTA.

As metodologias implantadas poderfo servir como ferramentas experimentais de
analise de outros sistemas de separagdo incluindo outras misturas racémicas e diversas fases
estacionarias. Neste sentido apresentamos como sugestGes para futuros trabalhos na area
aboradada:

= Estudar a dependéncia da concentracfio no processo de transferéncia de massa;
= Determinagfo das isotermas de adsorg¢fio a temperatura de 30, 40 ¢ 50 °C visando a

utilizagdo destes resultados para projetar experimentos no leito movel simulado a

temperaturas elevadas que 25 °C;

= Determinacdo das isotermas de adsor¢éo competitivas;

= Estudar a simulacdo computacional dos perfis de elui¢do obtidos neste trabalho;

= A implantagdo dos dados obtidos na analise da separagfo da cetamina utilizando MCTA
em um sistema preparativo do tipo leito movel simulado, de modo a auxiliar a

interpretacdo mais completa do processo de separa¢do em maior escala.
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