Universidade Estadual de Campinas
Instituto de Quimica

Dissertaciio de Mestrade

Titulo: Separagdo de uma mistura de compostos digitilicos em
escala semi-preparativa através de cromatografia liquida por
deslocamento.

Candidata: Regina Clélia da Cost_a Mesquita [RRar

Orientador : Carol H Calhns - Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP)

Este exemplar corresponde & redagio final da tese, defendida por
Regina C. C. Mesquita, ¢ aprovada pela comis i




Aos meus pais, Regina e Mesquita, e esposo
Antonjo que sempre me incentivaram e que com
seu apoio, muitas vezes, transformaram meus
grandes problemas em experiéncia de vida.



Agradecimentos

* Ao Prof. Dr. Steven M. Cramer pela boa vontade com que me receben em seu
laboratorio e dedicagHo com que me orientou.

» A Profa. Dra. Carol H. Collins por sua orientagdo, paciéncia, disponiilidade de
auxilio e confianga de que um dia este trabalho ficaria pronto.

* Aos meus irmfos Rosingela e Rubens e a0 meus avos Benedita ¢ Domingos
por sen apoio e canmbo,

* A Maria Regina V. Vaz pela sua confianga e estimulo.

* A Joe Gerstner, Michae] Phillips e Kim Young pela colaboragio, coleguismo e
discussOes esclarecedoras.

* A Giuseppina e ao Giovanni Micaroni que, muitas vezes, acreditaram mais em
mim do que eu mesma.

» A Sharon e 4 Raquel por sua amizade e incentivo.

* A Profa. Dra. Isabel Cristina ¢ ao Prof. Dr. Kenneth Collins pelas discussdes e
sugestdes de grande valia.

+ A CODETEC e a0 RHAE que pelo apoio tornaram possivel a realizagdo deste
trabalho.

» A Hoechst do Brasil pelo apoio na elaboragio deste trabalho.



INDICE

Pdgina

Resumeo
Abstract

5. .,

PARTEI: Apresentaciio
11  Introdugio
1.2  Objetivos
L3 Apresentactio do Trabalho

PARTE IT: Revisdo Biblicgrafica
1.1 Considerages Gerais sobre Cromatografia
IL1.1  Prncipios Basicos e Definigdes
IL1.2  ConsideragBes sobre Cromatografia Preparativa
.2 Caracteristicas e Aplicages da Cromatografia Liguida por deslocamento 11

WP B e

O R Lk b

11.2.1 Hisidrico 11
1122 Prncipios Basicos 12
I1.2.3 Tipos de Fases e Deslocador 17
1L.2.4 Efeitos da Variag8o de Parmetros 19
025 Equipamentos 23
2.6 Vantagense Desvantagens 25
1127 Exemplos de Aplicagtes 27
2.8 Perspectivas 31
.3 Meétodos de Medigio de Isotermas aplicadas a Cromatografia por
Deslocamento 32
3.1 Introduglio 32
I1.3.2 Modelo de Langmuir 33
113.3 Meétodos de Medig#io de Isotermas Individuais 35
3.4 Métodos de Medigo de Isotermas Competitivas 4}
.4 Consideragdes sobre Compostos Digitalicos 44
IL4.1  Caracteristicas Geraj 44

4. s
D42 Sistemas Cromatograficos Empregados para Separagéio dos
Compostos Digitalicos em Escala Analitica 47
143  Sistemas utilizados par a Separaclo de Compostos Digitali-
03 em Escala Preparativa 54

iv



PARTE III: Parte Experimental 57

I ¥ Matenais 58
II1.1.1 Reagenies 58
1112 Colunas 58

1.2 Equipamentos 58
111.2.1 Cromatografia por Eluiclo 38
i11.2.2 Cromatografia por Deslocamento 59
I1.2.3 Medigiio de Isotermas 60

1.3 Procedimentos _ 61
II1.3.1 Testes de Limite de Solubilidade 61
T13.2 Testes de Eluigdo 61
H1.3.3 MedigHio de Isotermas 61
H13.4 Curvas de Calibraciio 63
IM1.3.5 Cromatografia por Deslocamento 64
HL3.6 Analises das Fraghes 64
111.3.7 Regeneraciio da Coluna 64
I11.3.8 Avaliaglo da Eficiéncia da Coluna 64

PARTE IV: Resultados e Discassfes 66

IV.1 Selegfio do Sistema Cromatogréfico 67
IV.1.1 Testes de Limite de Solubilidade. 67
IV.1.2 Testes de Eluigiio 68
IV.1.3 Curvas de Cahbragio 73

IV.2 Medicdo de Isotermas 75
IV.2.1 Medig#io de Isotermas Individuais pelo Método de Tempo de

Retengo 76
IV.2.2 Mediglio de Isofermas Individuais pelo Método de Anilise
Frontal 78

IV.3 Cromatografia por Deslocamento 82
IV.3.1 Regeneraclio e Avaliacdo da Eficiéncia da Coluna 82
IV.3.2 Ensaios de Cromatografia por Deslocamento 83

PARTE V: Conclusio 98

PARTE VI Bibliografia 101



INDICE DE FIGURAS

PARTE II: Revislio Bibliogréfica

Figura
oi
n2
3
0.4
BS5
e
o7
s
J1RY
1o
11
iz
13
014
mis
n.16

17

ILi8

Classificaglio de cromatografia pelas formas fisicas

Meétodos de desenvolvimento em cromatografia

Cromatograma com as medidas relacionadas 4 determinagfio de
parimetros cromatograficos

Estagios de operagiio em cromatografia por deslocamento
Refpmsentagﬁo gré.ﬁca das isolermas dos componentes da amostra
¢ da linha operacional, assim como da correspondenie série de
deslocamento completamente desenvolvida

Limites inferior e superior de concentragio do deslocador
Esquema de um sistema conjugado: fracionador e analisador em
linha utilizado em cromatografia por deslocamento

Separagdo de uma mistura de 4cidos hidroxifenilacético por
deslocamento

Separacfio de uma mistura de antibioticos polimiximicos por
deslocamento -

Separa¢#io de uma mistura de corticoesterdides por cromatografia
por deslocamento

Formula estrutural dos corticoesterdides cuja separagio por desio-
camento encontra-se representada na figura I1.10

Separago de uma mistura de nucleotideos por cromatografia por
deslocamenio

SeparacBio de uma mistura de proteinas por cromatografia por
deslocamento

Purificagéio de fragmentos da interleucina § humana por cromato-
grafia por deslocamento

Curva obtida com & elevagfo da concentragfio do soluto de Cy pare
&

Curva obtida com a diminui¢#io da concentragfo do soluto de Cp
pa Cy

Gréfico adimensional do tempo de retengo reduzide do maximo
da banda versus o fator de carregamento para colunas com dife-
rentes eficiéncias

Representacio esquerntica de um experimento de analise frontal

Pdgina

13
15
21
24
27

28

29
29
30
31
35

36



R §
.20
nzt
nzz
nz3

.24

nzs
H26

Isotermas competitivas ¢ individuais de p-cresol e fenol

Férmula estrutural do lanatosideo C, da digoxina e da digitoxina
Hidrolise do lanatosideo C 4 digoxina

Separagiio de glicosideos secundarios

Separacfio de digoxina, digitoxina e seus metabolitos, por eluiclo
em gradiente

Separac#io de trés derivados 4-nitrobenzéicos de cada uma das
sénies A, B, C, D, ¢ E de glicosideos digitalicos

SeparagHo de glicosideos secundarios de Digitalis lanata
Separagfio de digoxina, digitoxina e seus metabolitos

PARTE III: Parte Experimental

Oi.i

H14

Esquema da aparelhagemn utilizada nos testes de cromatografia por
eluiglio

Esquema da aparelhagem utilizada nos festes de cromatografia por
deslocamento

PARTE IV: Resultados ¢ Discussdes

Iv.1
.2
V.3
V.4
Iv.s
V.6
V.7

Iv.g

V.G

V.10

iv.11

Cromatograma do teste de eluigdio com a fase mével metanol/agua
(80:20 v/v)

Cromatograma do teste de eluigfo com a fase mével metanol/agua
(65:35 viv)

Curva de calibracfio dos compostos digitalicos utlhzando-se octa-
decilsilano e metanol/agua (80:20 v/v)

Curva de calibragio do octanol

Curva de calibrag#o do hexanol

Isotermas de adsorgio medidas pelo método do tempo de retenglic
a25°C

Isotermas de adsorgio medidas pelo método de andlise frontal,
a 25°C, empregando-se metanol/dgua (80:20 v/v) como fase mével
Extrapolagfio das isotermas de adsorgfio medidas pelo método de
andlise frontal, a 25°C empregando-se metanol/agua (80:20 vAv)
como fase movel

Isotermas de adsor¢o medidas pelo méiodo de analise frontal, a
25°C, utilizando-se metanol/agua (65:35 v/v) como fase moével
Extrapolagdo das isotermas de adsorgiio medidas pelo método de
analise frontal, a 25°C empregando-se metanol/sgua (80:20 v/v)
como fase mével

Separagio da mistura digoxina/digitoxina por eluigdo em coluna
Zorbax ODS

44
46

51
51
52

53
33

71
72
74
74
75
77

79

79

80

81

84



V.12

V.13
V.14
V.15
Iv.ié
Iv.17
V.18
V.19

V.20

V.21
v.22
V.23

V.24

Iv.2s

V.26

Separacio da mistura lanatosideo C/digoxina/digitoxina por cro-
matografia por deslocamento a 25°C, usando octanol como deslo-
cador

Separacfio de mistura digoxina/digitoxina por cromatografia por
deslocamento a 25°C, usando octanol como deslocador

Separacio da mistura digoxina/digitoxina por cromatografia por
deslocamento a 40°C, usando octanol como deslocador

Separagc da mistura lanatosidec C/digoxina/digitoxina por elui-
¢40 a 45°C, usando duas colunas ligadas em série

Separac#io da mistura digoxina/digitoxina por cromatografia por
deslocamento a 25°C, empregando-se octano! como deslocador
Separacfio da mistura digoxina/digitoxina por cromatografia por
deslocamento a 25°C, empregando-se octanol como deslocador
Separacio da mistura digoxina/digitoxina por cromatografia por
deslocamento a 45°C, empregando-se ocatanol como deslocador
Separacfio da mistura digoxina/digitoxina por cromafografia por
deslocamento & 25°C, empregando-se octanol como deslocador
Separagio da mistura lanatosideo C/digoxina por cromatografia
por deslocamento a 25°C, empregando-se hexanol como desloca-
dor

Elnicdo sobrecarregada de solugéio de digoxina e lanatosideo C na
fase movel

Separagio mistura lanatosideo C/digoxing por cromatografia por
deslocamento a 25°C, empregando-se hexanol como deslocador
Separacio mistura lanatosideo C/digoxina/digitoxina em metanol/
agua (65:35 v/v) por eluigio com metanol/agua (80:20 v/v)
Separagfio da mistura lanatosideo C/digoxina/digifoxina em meta-
nol/agua (65:35 v/v) por eluiglo com metanol/agua (65:35 v/v e
80:20 v/v)

Separacio da mistura lanatosideo C/digoxina/digitoxina em meta-
nol/agua (65:35 v/v) por cromatografia por deslocamento empre-
gando-ge uma mistura metanol/agua (65:35 v/v) por 54 min, segui-
da por octanol 24,6 mg/ml em metanol/agua (80:20 vAv) a 0,2 ml/
min

Separacio da mistura lanatosideo C/digona/digitoxina em metanol/
agua (65:35 v/v) por cromatografia por deslocamento, empregan-
do-se metanol/agua (65:35 v/v) por 54 minutos, seguido de octanol
23,0 mg/ml em metanol/agua (80:20 v/Av) como deslocador

85

83

87

88

&8

89

91

92

93

95

97



fNDICE DE TABFLAS

PARTE II: Revisiio Bibliogréifica

Tabela

i

Sistémas cromatograficos para a separagfio analitica de compostos
digitalicos

PARTE III: Parte Experimental

Hi1

mz

ConcentracBes utilizadas para a mediglic de isotermas pelo método
de tempo de retenclio

Concentragdes utilizadas pera a medicfo de isotermas pelo método
de analise frontal

PARTE IV: Resultados e Discussdes

i
Iv.2
v.3
V4

Iv.s

e

Limite de solubilidade

Testes de elui¢lio

Testes de selegéo do deslocador

Parfmetros a e b da isoterma de Langmuir obtidos pelo método do
tempo de retengéio

Medida da isoterma de adsorgfio do octanol no sistema Zorbax
ODS/metanol:4gua (80:20 v/v) pelo método de andlise frontal
Eficiéncia da coluna cromatografica usada em ensaios de desloca-
mento

Pdging

49

62

62

67
68
73

76

78
83



Titulo: Separagdo de uma mistura de compostos digitalicos em
escala semi-preparativa através de cromatografia liquida por
deslocamento.

Candidata: Regina Clélia da Costa Mesquita
Oﬁemadora:' Carol H. Collins - UNICAMP

RESUMO

Um estudo da aplicago da técnica de cromatografia por deslocamento na
separagdo semi-preparativa de uma mistura dos compostos digitalicos
cardiotSnicos: lanatosideo C, digoxina e digitoxina foi conduzida. Apés a
realizagéio dos testes de solubilidade e eluigdo em escala analitica, selecionou-se
um sistema cromatografico que empregava octadecilsilano (Zorbax ODS) como
fase estacionaria ¢ uma mistura metanol/dgua 80:20 ou 65:35 como fase mével.
Selecionou-se octanol e hexanol como deslocadores, os quais foram empregados
em concentragdes de 13,6 a 74,4 mg/ml na fase mével. Fez-se as medidas das
isotermas destes deslocadores, assim como a dos componentes da mistura. Nos
ensaios de deslocamento fez-se o estudo da variagdo de diversos parimetros, a
saber: comprimento da coluna, concentragdo do deslocador, temperatura e
volume de amostra. Os resultados de deslocamento foram comparados com o da
eluigdo sobrecarregada, nas mesmas condigdes, e elucidam as diferencas entre as
duas técnicas, mostrando a grande potencialidade de aplicagdo da técnica de
deslocamento na separagéio preparativa de compostos de interesse farmacolégico
em equipamentos utilizados para andlise.



ABSTRACT

The technique of high performance displacement chromatography was
applied to the semi-preparative separation of a mixture of three digitalic
glycosides: lanatoside C, digoxin and digitoxin, which are active as cardiotonics.
The mobile and stationary phases selected, based on the criteria of high
solubility and good separation were: methanol/water 80:20 and 65:35 (v/v) and
octadecylsilane (Zorbax ODS 5 pm). Octanol and hexanol were used as
displacers m concentrations ranging from 13,6 to 74,4 mg/m in the mobile
phase. The isotherms of the compounds and displacers were measured. The
effects of variation of temperature, displacer concentration, sample volume and
column length on the displacement were also studied. This work ilustrates the
differences between the preparative separations of overloaded elution and
displacement chromatoghraphy, showing the high potencial of the latter when
applied to separation of mixtures in equipament used for analytical scale

analyses.
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LI Infroducdo

A cromatografia Hquida por eliglio 4 baixa e médias pressdes ¢ wma técnica de
separagio bastante empregada na purificaglio de produtos naturais e biologicos em escala
preparativa, Porém, nos ltimos anos, vém aumentando o interesse numa oufra técnica
cromatogrifica, & cromatografia por deslocamento, s qual, apesar de ter sido observada por
Trwett exn 1906, caiu em desuso apds o advento da cromatografia por particio iniciada por
James e Martin em 1952. A técnica de deslocamento vem sendo aplicada com sucesso na
separac#o de pepiideos e proieinas®, apresentando significativa vaniagem sobre a
cromatografia Hquida por eliigio quando se necessita fazer o aumento de escals do
Processo.

As vantagens da utilizacio da técnica de deslocamento em escala preparativa, aliada ao fato
desta ter sido muito pouco empregada na separacio de produtos naturais®®, nos metivou
para o desenvolvimenio do presente trabalho.

A seleglio dos composios a serem utilizados foi feita baseada nos seguintes critérios:
grande interesse farmacologico, indisponibilidade ou grande complexidade da rota sintética
e necessidade de purificaglio por cromatografia. Desta forma, optou-se pelo uso de uma
mistura de compostos digitalicos obtidos a partir da Digitalis lanata através de extraglio
etanolica seguida de purificagfio cromatografica™. Estes compostos possuem amplo
emprego em farmacologia devido as suas propriedades cardioativas e sfio de dificil
separac#o, uma vez que possuem grande similaridade estrutural.

L2 Objetivo

Considerando o exposto, este trabalho tem por objetivo investigar a possibilidade dos
compostos digoxina, digitoxina e lanatosideo C, obtidos por extracio da Digitalis lanata,
virem a ser purificados cromatograficamente usando o desenvolvimento por deslocamento.



L3 Apresentaclio do Trabalho

Este trabalho encontra-se dividido em cinco partes: apresentagdio, reviséc bibliogra-
fica, parte experimental, apresentacio e discussio dos resultados e conclusiio.

A revisio bibliografica possui uma subdivisio em quatro ifens que apresentam
considera¢des gerais sobre cromatografia, caracteristicas e aplicagBes da cromatografia
liquida por deslocamento, medig#o de isotermas e consideragBes gerais sobre 0s composios
digitalicos. Os conceitos apresentados nesta revisiio sio suficientes para a compreensiio e
contextuahzacfo do trabalho.

Na parte experimental encontram-se descritos os materiais, a instrumentacfo, os testes
para a selegiio do sistema cromatografico, os testes de cromatografia por deslocamento e a
medicHo das isotermas de adsorgo.

A apreseniacio e discussfio dos resultados possui uma subdivisic em trés ifens:
selegio do sistema cromatogréfico, medicio de isotermas e cromstografia por deslocamento.

A conclusiio com as consideragBes finais complements este trabalho.
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ILI Consideracdes Gerais sobre Cromatografia

1.1.1 Principios Bésicos e Definicdes

Entre oz métodos modernos de andlise e purificaco, s cromaiografia ocupa um
logar de destaque devido & suz facilidade em efetuar a separagio, identificaclio e
quantificaclio de espécies quimicas, por si mesma ou em conjunio com outras técnicas de
analise.

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separaclic dos componentes de
uma misturs, realizada através da distribuic8o destes componentes entre duas fases, que
estéo e contato intimo. Uma das fases permanece estacionéria, enquanto a outra move-
se através dela. Durante & passagem da fase mdvel sobre a fase estaciondria, os
componentes da mistura sfo distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um
éﬂs componentes ¢ sele&wamenie retido na fase estacionéria, resultando em migracdes

Existern diversos critérios empregados para a classificagio das diferentes
modalidades de cromatografia, sendo os mais comuns relacionados & técnica empregada,
a0 mecamsmo de separacio e aos diferentes tipos de fase utilizados. A figura I1.1 mostira
as classificages da cromatografia, segundo as formas fisicas mais encontradas.

CRITERIC g CROMATOEGRAFIE
SLASSIFICACAD l

TECHICA P ANAR In coLuma
FASE MmdvEL tiouine [T1) rLINOG wiou po
l BUPERCRITIES
FASE Ligape Lo FASE Liowpo 3dLIDe a5t 6L mye vouwe shLIDG FASE
ETACIONARR LI8ADA LIGADA LISROA I LiGADA

TiP0o CE

cen £CB (1.8 [1-3 1 24N CE8 k= N [- %1 .5 (23 QFL
SROMATDLRAFIA

Figura II.1: Classificagio de cromatografia pelas formas fisicas. (%

No entanto, o método de introdugfo da amostra e seu subseqente desenvolvimento
constitue uvm outro critério de classificaglio. A introdugio da amostra em uma vmica
aplicaco e seu desenvolvimento com uma fase mével pura, que ammasta a amostra ao



longo da coluna, contendo a fase estacionéria, é o método da eluicio, mais comumente
encontrado em cromatografia anatitica. Na cromatografia preparativa, especiabmente em
nivel industnal, freqlenternente usa-se o desenvolvimento por deslocamento, onde os
componexntes da amostra, uma vez aplicados 4 eoluna, sfio arrastados a0 longo da mesma
usando, como fase movel, um deslocador que ¢ mais atraido pela fase estacionaria que
qualguer um dos componentes. Também se encontra em uso industrial a andlise frontal,
onde a amostra ¢ continuamente aplicada 4 coluna, sendo o componente menos retido o

anico que sai na forma pura (Figura 11.2).0%
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Figura I1.2: Métodos de desenvolvimento em cromatografia. %

De acordo com a aplicagio da cromatografia, a forma de coleta dos produios
separados pode variar. Desta forma, nas aplicagdes analiticas, normalmente, tem-se um
fluxo continuo de fase mével até que todos os componentes tenham saido da coluna e as
suas presencas sejam detectadas e indicadas graficamente. No entanto, quando objetiva-
se a separacdo em escala preparativa, o eluato é coletado em fragSes de volumes
idénticos, cujas concentragdes s#o medidas, podendo-se obter um cromatograma através
da construgéio de um grafico contendo a concentragfio em fungiio do volume total eluido.

Independentemente da modalidade e da aplicagfo, a cromatografia possui alguns
parfimetros que auxiliam na analise dos resultados fornecidos por uma dada téenica de
separaglo cromatografica. Tais parfmetros fazem uso de medidas feitas nos
cromatogramas obtidos (Figura I1.3).



Figura .3 Croc as relacionadas 4 detemﬁn@éa de etres
cromatograficos, Y

O tempo de retengfio do soluto (i) ¢ um termo bastante utilizado nas aplicacdes
analiticas, enquanio que, em escala preparativa, costuma-se empregar o volume de
retenc8o do soluto (Vy). Estes termos sdo relacionados através da vaziio da fase mével
{F), de acordo com a express#o:

Vg = gF (L1)

Um outro parimetro que tambeém esta relacionado a retencio de soluto na coluna é
a razio de distribuigdo das massas (D). Este termo ¢ obtido através da razdo entre os
ternpos que o soluto fica na fase estacionaria e fica percorrendo a coluna na fase movel,
conforme pode ser observado na expressiio:

"ty tr
D, = = Lz

LY hy

onde t,,; = tempo de retengfio de um soluto nfo retido
t'g = tempo de retencfio sjustado

idealmente, D deve estar na faixa de 2 a 6, pois valores inferiores a 2 sfo
indicativos de pouca interagio do soluto com a fase estacionaria, o que pode ser
prejudicial em aplicagBes analiticas, enquanto valores superiores a 6 indicam grande
relengdo, implicando em longo tempo de analise.

As razBes de distribuiglo das massas (D_) ou os tempos de retencdo ajustados {tw
sdo utilizados para caleular o fator de seletividade (o), de acordo com a expresséio:



Dy, tre
o= = (1L3)
DM; t'Rj

O fator de seletividade (o) ¢ um parfimetro indicativo da separagio de dois picos
adjacentes e seu valor numérico deve ser superior s 1,2 para que 0s picos apresentem
uma boa separacio.

A mohbc&o {Ra) ¢ um ouirc fermo utilizado para a determinac8o BEDETRL
entre dois picos consecutivos. Este parfimetro pode ser obtido com base nos tempos de
releng8o (Ip) e nas larguras de base (w,) ou nas larguras dos picos & meia altura {w,)

z(tﬁz“ tR:)
Ry =—

sz + WQQ

B8

I4)

try- tﬁs
=117 ——— {1L.5)

Wy, + Wi

A expressdic IL5, ou seja, a largura do pico 4 meia altura, é normalmente

empregada quandc se analisa picos assimétricos ou cromatogramas apresentando
inclinacéo na linha de base.

Para uma separago ideal o valor da resolugdo (R.) deve ser superior a 1,5. Porém,
em aplicagdes qualitativas, um valor de cerca de 0,8 ¢ aceitavel.

A eficiéncia de uma coluna cromatogréfica ¢ normalmente avaliada utilizando-se o
numero de pratos tedricos (n). Um prato teérico equivale a uma etapa de equilibrio do
soluto entre as fases movel e estacionaria. Portanto, quanto maior o nimero de pratos
tedricos de uma coluna, melhor a sua eficiéncia na separag8o de compostos.

R 12
n=16 |—| =57545

W

ta 2
S ] (1L6)

Wh

onde a largura do pico 4 meia altura (w,,) também pode ser obtida a partir da medida da
area do pico (A) e de sua altura (ht) de acordo com a expressdo:

w;, = 0,9394 (A/ht) {7

Existem diversos fafores que podem alterar o valor do ntmero de pratos tebricos
obtidos para uma dada coluna, a saber: condig8es de anslise, quantidade e tipo de soluto
e,pﬁmipakneﬁeewmprhneﬁodamlma.mmamaneﬁa,aavaﬁagﬁncompamﬁva
entre duas colunas ¢, geralmente, feita através do uso da altura equivalente a wm prato



tedrico {b), que comesponde & razlio entre o comprimento da coluna (L) & © ntmnero de
pratos tedricos (n), conforme pode ser observado na expressfo:

= (1L.8)

A cromatografis ¢, basicamente, uma técnica de separagfio. Quando aplicada &
coleta de material puro, ¢ia ¢ denominada cromatografia preparativa. O seu objetivo ¢ a
extragiio da maxima quantidade de material na forma mais pura possivel.

Para este proposito, dois tipos de variantes sfio usadas:
a) mmatograﬁa ﬁqmda convencional ou por batelada;

Na cromatografia por batelads, uma fase sofre movimentacio {a fase mével) e a
outra permanece estacionaria. Na cromaifografia continua, a fase estaciondria move-se
contra-corrente & fase movel. Ajustando-se o fhixo das fases, pode-se enri

quecer e
separar um componente oi mesino um grupo de compostos em uma ou outra diregsio. 43

A cromatografia liquida em escala preparativa tomou-se rapidamente um método
de escolha para separagfio, isolamenio e purificagio de substncias quimicas,
especialmente no caso de produtos com aplicagfio biolégica e medicinal. A tecnologia de
preparagdo de colunas com alta eficiéncia e seletividade, inicialmente aplicada
exclusivamente & cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica,
pode agora ser aplicada no isolamento de grandes quantidades de material puro a partir
de misturas complexas. A maior contribuicsio para o desenvolvimento da cromatografia
preparativa foi dada pela necessidade de purificag@o de produtos de engenharia genética,
como por exemplo: a purificagio de produtos de fermentagfo, onde as restrigBes severas
quanto aos niveis de impurezas permitidos requeriam grau de seletividade s6 atingidos
por métodos cromatogréaficos. ¢4

Existe uma diferenga fundamenial entre cromatografia analftica e preparativa e,
devido a iss0, a esiratégia de otimizaclio utilizada para um problema de separaglio e pars
a escolha de um detenmmado tipo de instrumentacio também difere. Em quimica
analifica, o produto de uma sepamcio ¢ a informaglo, enquanto que, em métodos
preparativos, o cbjetivo ¢ o isolamento e prepara¢io de substincias puras.(>'9

Enquanto em aplicagSes analiticas de cromatografia enfatizam-se a resolucfio e o
tempo de andlise, em escala preparativa a quantidade de material isolada por unidade de
tempo € o grau de pureza sio parfmetros criticos. Além disso, no caso da cromatografia
preparativa, o custo do processo de purificagio é de extrema importincia, pois estes
gastos representam de 40 a 80% do custo envolvido na preparagio de cerios produtos.



Por exemnplo, no case de produtos de fermentagio de DNA recombinante, a purificagio
representa 80 a 90% do custo do processo. /49

Deve-se mencionar, no entanto, que a purificachio de biomateriais geralmente
envolve uma série de operagBes bésicas, algumas das quais s#io repetidas varias vezes.
Tipicamente, as operacBes de separagfes basicas envolvem precipitagiio, cristalizacdo,
extragio e adsorggo.?

A cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica é utilizada
para 2 separagdo de compostos na faixa de miligramas a picogramas. Ao mesmo tempo
em gue estudam-se inovagles para a otimizaglo da separacio analitica nSo h4 barreiras
intrinsecas que impegam o aumento de escala da CLAF pars aplicag®es em processos. A
tecnologia de separagio por cromnatografia liquida de alta eficéncia j4 vem sendo
utilizada h4 algum terpo para o isolamento de alguns miligramas de compostos em alto
grau de pureza. No entanto, sistemas de CLAE em escala de processo s6 comegaram a
ser utilizados nos ultimos dez ou quinze anos. Estes sistemas podem processar
quilogramas de material bruio em escals de {empo de minutos. ™

O desenvolvimento de um processo de separacgfio envolve, usualmente, colunas de
CLAE convencional nos estagios iniciais. Geralmente, tenta-se eluir o composio de
interesse em 3 a 8 volumes de coluna. As fases estacionaria e movel séio selecionadas de
forma a permitir & maxima resolug#ic pratica. Isto ink permitir a pureza adequada das
fragdes quando a coluna for carregada com as elevadas concentrages utilizadas em
processos de separagio. Através do desenvolvimento de separagBes analiticas, pode-se
otinﬁzarmpidamenieaswndigﬁwdepmcesso,miﬂmizandootempoematedal

Atualmente, muitos trabalhos *  vém sendo publicados onde a partir de um
tratamento tedrico e das condigBes otimizadas de uma separaglio analitica em CLAFE,
pode-se otimizar as condigdes do processo de separagio em escala preparativa.

No desenvolvimento do processo de separacfio, a otimizacio em escala analitica ¢
tipicamente seguida do aumento de cargas muito além da faixa analitica, da coleta de
fragBes e da defini¢lio da faixa de concentragfo (miligramas de produto bruto/gramas de
fase estaciondria) que permite a coleta de fragBes com a pureza desejada.

O custo de um processo de separagio por CLAE normmalmente situa-se na faixa de
US$ 30/kg a US$ 200/kg, sendo o consumo de fase mével o maior responsavel por estes
custos.”

Com relaglio ao tipo de fase estacionaria empregada em CLAE preparativa, tanto
fases organicas como inorgfnicas t8m sido utilizadas. Porém, a mais usada & a silica gel,
devido ao maior conhecimento em relagio & esta, seu baixo custo ¢ ao fato de poder-se
realizar ensaios inicigis por cromatografia em camada delgada. No entanto, algumas
caracteristicas negativas da silica gel, tais como adsorgfo irreversivel e reatividade em
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relaciio a alguns compostos, fazer crer que no futuro o uso de silica gel derivatizada
venha & ganhar maior importincis em processos preparativos.®”

FI.2.1 Histdrico

MNos Gltimos frinta anos, 8 cromafografis gasosa, a cromaifogmafia em camada
delgada e a cromatografia Hquida de alia eficiéncia por eluigio tornaram-se as técnicas
mais utilizadas para 2 andlise de ooisturas complexas. Desta forma, a maioria dos textos
cromatograficos publicados neste periodo nfio citava a cromatografia por deslocamento, a
qual também pode ser aplicada na separagdo de misturas através de cromatografie
fliquida, gasosa e em camada delgada.

Em 1906, Tswett 34 havia observado que, em colunas sobrecarregadas com a
amostra, o deslocamento de um componentie por cutro poderia ocorrer mesmo durante a
cromatografia por eluig#io. No entanto, foi somente em 1943 que Tiselius classificou, pela
primeira vez, a cromatfografia segundo o méfodo de infrodugio da amostra e seu
subseqOente desenvolvimento. Desta formna, caracterizou-se a cromatografia por eluigfo,
por deslocamento e a analise frontal ¥

A cromatografia gasosa por deslocamento foi utilizada pela primeira vez por
Claesson®” e Phillips®™, antes da introducfio da cromatografia gés-liquido por James e
Martin em 1952. A partir desta época, a cromatografia gasosa passou a ser utilizada
quase que exclusivamente por eluigHio e este ¢, provavelmente, um dos motivos pelos
quais a cromatografia por deslocamento 36 veio a se desenvolver mais recentemente.,

A cromatografia liquida por deslocamento foi utilizada por Spedding e
colaboradores® para a separagiio de complexos de terras-raras em coluna de troca
idnica. Este processo foi utilizado para a preparaclio destes compostos puros durante os

anos cinglenia e sessenta, sendo que o efeito de alguns parfimetros operacionais na
separagio foram estudados com grande detalhamento.

Ainda pesta épocs, a separacBio de proteinas™™® e de hidrolizados de proteinas® *
¥ através de cromatografia por deslocamento foi extensivamente analisada. Porém, a
eficiéncia relativamente baixa das colunas empregadas neste periodo n¥o permitiu que a
cromatografia por deslocamento se tornasse o processo de escolha.

Atentando-se para a histéria da cromatografia por deslocamento pode-se concluir
que, apoés o sucesso inicial da téonica, devido principalmente a Tiselius e seus
colaboradores, esta nfio pode se desenvolver a um processo de separagio e competir com
a cromatografia por eluigic que havia tornado-se predominante apds a introduclio da
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cromatografia de particho por Martin ¢ Synge™” O maior obstaculo 2 seu
desenvolvimenio foi a inadequacio das propriedades dos adsorventes, da eficiéncia da
coluna e dos equipamentos para obter-se uma boa demarcagio das bandas adjacentes.
Além disso, a ripida emergéncia da teoria da cromatografia por eluicsio linear forneceu a
base necesséria para lidar-se com o5 aspecios cinéticos e iemmodinfmicos desta
modalidade de cromatografia, enquanto que a complexidade teérica da cromaiografia nfo
linear dificuliou ainda mais a aplicacfio da cromatografia por deslocamento,

Toda esta situacBo se reverteu quando a cromatografia Uquida de alta eficiéncia
{(CLAE) fornou-se a técnica de separaglio mais amplamente utilizada no inal dos anos
setenta. A disponibilidade de novas fases estaciondrias com microparticulas que
favorecem as propriedades termodin8micas e resultam em alta eficiéncia da coluna ¢ a
alta sofisticaghio atingida pelz instrumentaclio utilizada em CLAE, possibilitaram a
elucidagio do fenbmeno fisico-quimnico associado com a retengfio. Por outro lado, a teoria
da cromatografia nfo linear do deslocamento teve um grande impulso decorrente
principalmente dos trabalhos de Helfferich ®**” Consequentemente, os principais
obstaculos foram removidos e 0 potencial da cromatografia lauida de alta eficiéncia por
desiocamento pdde comegar a ser melhor explorado na década de oitenta. Horvath®5% 349
foi o pioneiro neste renascimento da cromatografia lquida por deslocamento, realizando
bio-separagBes em escala preparativa utilizando-se de equipamentos e colunas
normalmente empregados em cromatografia lHquida de alta eficiéncia {CLAE) em escala
analitica.

I1.2.2 Principios Bdsicos®®

A separagfio de compostos a partir de misturas complexas, como as obtidas em
processos extrativos ou fenmentativos, é um dos maiores problemas enfrentados pela
industria farmacéutica na atualidade. Além disso, a necessidade crescente de produtos de

alta pureza fez com que a importincia dos processos cromatogrificos em escala
preparativa fosse substancialmente aumentada

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAF) tornou-se a técnica analitica
mais utilizada para biomoléculas devido ao desenvolvimento de fases estacionsrias
altamente seletivas e eficientes, além da sofisticada instrumentagio. Desta forma, as
vantagens da CLAE em escala analitica comegaram a ser mais exploradas em processos
preparativos, visando atender a essa necessidade de produtos de grande pureza.

No atual contexto, a cromatografia por deslocamento estd emergindo rapidamente
como uma potente técnica preparativa devido 4 alta pureza dos compostos separados e 4
grande recuperagiio (“rendimento™) associados ao processo e também as vantagens que a
eluigdo, a saber: uso de amostras concentradas, possibilidade de concentragio do produto
separado durante o processo, menor consumo de fase mével e estaciondria e
possibilidade de utilizaglo de fase estacionsria microparticulada.
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Na cromatografia por deslocamento, a coluna recheada com a fase estacionaria é
primeiramente equilibrada com uma fase mével, a qual possui baixa afinidade pela fase
estaciondria. SeqUencialmente, & solugio da amostra contendo a mistura dissolvida na
fese mével ¢ introduzida de forma que seus componentes sio adsorvidos no iopo da
coluna. Subseqientemente, a solugdo do deslocador, o ¢ual possui maior afinidade pela
fase estaciondria que qualquer urn dos componentes da amostra, ¢ bombeada para a
coluna. Uma vez que a coluna seja suficientemente longa, os componenies da amostra
distribuem-se sob a influéncia da frente do deslocador que percorre a coluna, dando
origetn a uma série de zobas de deslocamento que sdo pulsos de comceniraciio de
substdncia pura (na forma de ondas quadradas consecutivas), todos movendo-se com a
mesma velocidade. Um diagrama contendo os estagios de operages na cromatografia
por deslocamento ¢ mostrado na figura I1.4. Conforme sera demonstrado posteriormente,
as concentragBes do soluto nas zonas siio maiores do que as obtidas na ehiigdo linear em
condigSes similares.
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Figura IL4: Estigios de operagdo na cromatografia por deslocamento. Os fempos
envolvidos em cada uma das efapas sfo: t, = tempo de injegdo da amostra;

t = tempo de desenvolvimento das zonas de deslocamento; ;= tempo de
saida dos produtos; tp ~= tempo de regeneracfo da coluna.®®

O processo de cromatografia por deslocamento visa a obtenglio de uma série de
zonas de deslocamento completamente desenvolvida, de maneira que todos os
componentes da amostra sejam separados e emirjam no efluente da coluna, onde podem
ser coletados como fragSes individuais, em concentragdes relativamente altas. A

separa¢#o deve ser acompanhada pelo uso de uma técnica de analise adequada dos
efluentes da cohuna.
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Durante a introduciic da amostra no topo da coluna, os componentes saturam a fase
estacionaria ¢ hd a ocomréncia de andlise frontal. O deslocador deve possuir maior
afinidade pela fase estacionaria que qualquer um dos componentes da amostrs e a
concentraghc de sua soluclo ¢ critica na determinaglio do comprimento de coluna
Decessarnc para © desenvolvimento completo da série de deslocamento. A velocidade da
frente do deslocador movendo-se ac longo da coluna depende da adsortividade e
concentraglio do deslocador e defermina velocidade da série de deslocamento. A
seqiifncia de saida dos componentes individuais em relagio 4 frente do deslocador
corresponde 4 afinidade crescente da espécie pels fase estacionaris. Portanto, na figura
H4 os componentes 1 e4sﬁ9mm&1sﬁacmnaﬁeeomfmtem®teadsmdos
respectivamente.

Apds a saida do Gltimo componente da amostra da coluna, o deslocador deve ser
removido ¢ a coluna reequilibrada com & fase mével. A necessidade de regeneraglio da
coluna, uma etapa operacional que nfo contribui diretamente para a separagio, é uma
caracteristica indesejavel deste técnica.

Num desenvolvimento total da série de deslocamento a separagio ¢ completa e,
portanto, um maior tempo de residéncia na coluna nfio resultard em melhor separagio.
As propriedades de uma série de deslocamento completamente desenvolvida possuem
uma relaglo simples com as isotermas dos componentes da amostra e do deslocador,
asgim como com a concentragio deste Gltimo. Fixada a concentrago do deslocador,
pode-se tragar uma refa que une a origem 2 isoterma do deslocador na concentragfio
selecionada, esta reta ¢ denominada linha operacional. A linha operacional, juntamente
com as isotermas, determina se os componentes da amostra sofrerfic ou n#o
deslocamento & em que concentracfio serfio coletados.

Utilizando-se uma coluna suficieniemente longa, o deslocamento sucessivo dos
componentes de uma amostra pelo deslocador e pelos demais componentes 4 medida que
estes fluem na coluna, resulta em umes série de deslocamenfo completamente
desenvolvida. Esta série ¢ constituida por pulsos de concentragfo, na forma de ondas
quadradas adjacentes, dos componentes individuais da amostra em seqiéneia crescente
de afinidade pela fase estacionaria.

A figura I1.5 mostra a separagic de quatro componentes, sendo o primeiro {pico 1)
separado por eluigBo, observa-se que a sua isoterma nfio cruza a linha operacional (figura
I1.5A). Os demais componentes (2-4) sofrem deslocamento, na ordem ;rrevxsta pelas suas
isotermas. De modo contririo & cromatografia por eluigfio, na qual os picos caminham
com diferentes velocidades, no est4gio final do desenvolvimento por deslocamento, todos
os componentes movimentam-se com a mesma velocidade determinada pela isoterma de
adsorgio e concentracio do deslocador. Esta condicfio ¢ denominada "isostatica”. A
separagio ¢ baseada pa competigio dos componentes pelos sitios ativos da fase
estacionéaria, sendo, portanto, um processo nfo linear.
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A velocidade de uma etapa de concentragiio, u , da espécie i da concentraciio da
fase movel para C,, numa coluna cromatogrifica é dada pela seguinte equagfo:

By
Y= (1.9
1+(9q /C)

onde u ¢ a velocidade moével, ¢ ¢ a razdio de fase na coluna e q, é a quantidade de soluto i
adsorvida por unidade de volume da fase estacioniria em equilibrio com & fase moével,
tendo uma concentraggo de sohito C,. Conforme pode ser observado na figura I1.5, q/C, ¢
o coeficiente angular da reta que se liga 4 isoterma na conceniragio C, e delermina a
velocidade das espécies de acordo com a equagio I1.9. Portanto, a tgualdade das
velocidades das zonas numa série completamente desenvolvida mplica que os
coeficientes angulares das retas que se ligam 4&s isotermas do deslocador e dos
componentes presentes na série de deslocamento possuem o mesmo valor, formando uma
sO reta denominada linha operacional. Isto ¢ mostrado na figura ILS e pode ser expresso
pelas seguintes equacBes:

U= =W, = =y =, =y

; X (IL10)
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onde D refere-se ao deslocador. Da figura II5 e da equaglio IL11 segue que as
concentragbes dos componentes nas zonas completamente desenvolvidas  sfio
determinadas pela inferseclo das isolermas de adsorgio individuais com a linha
operacional. Conseqlenternente, 2 concentraciio do soluto em cada uma das zonas de
uma série de deslocamento completamente desenvolvida ¢ determinada pela lnha
operacional e pela isoferma e, portanto, a altura da zona ¢ caracteristica para um dado
soluto. MNo entanto, o principic de conservagfio de massa requer que a largura de cada
zona seja proporcional & quantidade de soluto, que deve ser constante na zona, com a
exceclo das fronteiras. Esias caracteristicas da cromatografia por deslocamento sio
consideradas bastante atrativas para separagBes analiticas, uma vez que a medicfio da
altura e largura das zonas oferece wm meio simples de identificacio e determinacfio
quantitativa dos componenies individuais. A figura I1.5 mosira também que a altura de
zona deve aumenlar com a relengHo como copsegiiéncia da intersecdio da linha
operacional com a isoferma em concentagSes mais elevadas. Como resultado, quando a
concentragio de um componente da amostra é menor que sua concentragdo caracieristica,
este {orna-se mais concenirado no curso da cromatografia por deslocamento.

Na figura I1.5 encontra-se representada uma série de deslocamento completamente
desenvolvida em condigdes ideais, ou seja, na auséncia de dispersiio axial e equilibrios
quilnicos secunddnios entre os componentes. Para condicSes cromatograficas ideais e
utilizando-se as isotermas competitivas apropriadas, pode-se aplicar uma série de
equagBes algébricas, conhecidas como "transformagéio H", que permitern uma completa
descrigdio do processo com o calculo das concentrag@es dos componentes no efluente para
um dado comprimento de coluna.

A comparagdio de valores calculados através da “transformacdio H® com os
cromatogramas  obfidos  experimentalmente em estdgios intermedidrios de
desenvolvimento por deslocamento mostraram boa concordéincia, apesar de terem sido
utilizadas as isotermas de adsorcdo dos componentes individuais ao invés de isotermas
competitivas. Apesar da feoria negligenciar o efeito da transferéncia de massa
relativamente lenta e da cinética do deslocamento, ela desenvolveu-se de tal modo a
permitir que simples cdleulos computacionais sejam suficienies para prever o
comprimento de coluna necessirio para uma séme de deslocamenio de mistura
multicomponentente completamente desenvolvida ou para o estigio de deslocamento que
resulta em separa¢lio satisfatoria para uma dada situagdo pratica !

Alguns outros modelos matematicos®?**” foram desenvolvidos para a simulacdo de
cromatografia por deslocamento nfo ideal. Estes modelos normalmente incorporam o
efeito da lenta transferéncia de massa e da dispersfio axial, facilitando a ofimizacio e o
aumento de escala de separagBes por deslocamento. No entanto, a aplicabilidade destes
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tratamentos tedncos depende da disponibilidade de dados das isotermas dos compostos
1o sistema considerado.

11.2.5 Tipos de Fase Mdvel, Fase Estaciondria e Deslocador:
Principios para Selecdo

A fase movel utilizada em cromatografia por deslocamento pode ser um solvente
pure, uma mistura de solventes ou uma solugio como, por exemplo, um tampéo. ™

Como nos demais tipos de cromatografia preparativa, a solubilidade ¢ um
parimetro chave para a selegfo da fase movel. Este ¢ um fator ainda mais importante em
cromatografia por deslocamento, a qual ¢ mais eficiente quando efefuada a alias
concentragfes, requerendo maior solubilidade dos compostos a serem separados.™

Uma vez que uma das caracferisticas da cromatografia por deslocamenio ¢ a
concentraglio dos componenies durante a separag8o, pode vir a ocorrer a precipitaco na
coluna se a fase movel ficar saturada com algum dos componentes da mistura, © que
resuliarad em entupimento da mesma. Para evitar este tipo de situacio, pode-se utilizar
tesnperaturas mais elevadas para aumentar a solubilidade

Outros requisilos para a fase mével incluem inércia quimica, baixa viscosidade e
toxicidade, assim como compatibilidade com a fase estacionaria e o equipamento. A fase
mével também deve ser facilmente removivel do produto, sem deixar residuos para
facilitar a recuperagio do mesmo.?

Testes de eluicio em CLAE ou cromatografia em camada delgada podem ser
convenientemente utilizados na selegfio de uma fase moével apropriada para a fase
estacionania escolhida para a separagfio por cromatografia por deslocamento. £ desejavel
que 0s componentes possuam alta retengio no sistema selecionado.®

As fases estaciondrias utilizadas em CLAE por eluigiio também podem ser
empregadas em CLAE por deslocamento. Estas devem permitir forte retencdo dos
componentes da amosira a ser separada, possuir alta ecapacidade e possibilitar rapida
cinética de deslocamento sem adsorg8o irreversivel ou efeitos cataliticos. As isotermas de
adsorgio dos componentes na fase estaciondria devem ser c8ncavas pam preencherem os
requerimentos para sistemas de deslocamento bem comportados. A alta eficiéncia das
colunas é essencial para minimizar a superposicio de bandas que pode ser exiremamente
nociva para eficiéncia de separagio em cromatografia por deslocamento. Outros
requisitos s#o a rdpida regenerabilidade e o longo tempo de vida nas condigBes
operacionais.

As colunas de silica quimicamente ligadas a grupamentos alquila, normalmente

empregadas em cromatografia em fase reversa, sio freqientemente utilizadas em
cromatografia por deslocamento com fases méveis aquosas. As isotermas de diversos
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comxposios analisados neste tipo de fase estacionaria mostraram comporiamento proxiamo
ao descrito no Modelo de Langmuir. Colunas de microparticulas de silica gel oferecem
uma ouira alternativa, sendo a escolha feita com base na solubilidade dos componentes
da amostra nos solventes escolhidos como fase mobvel, assim como na seletividade da
coluna @

Fases eslaciondrias trocadoras de fons, apesar de suas baixas capacidades, sdo
utilizadas algumas vezes, especialmente quando os componentes da amosira sio retidos
muito fracamente ou muito fortemente as fases ligadas néio polares. ™

A escolba do deslocador ¢ o aspecto mais critico na obtengio da méxima eficiéncia
de separagiio em processos por deslocamento.“?

O primeiro requisito bdsico para um deslocador é a maior retencfio no sistema do
que qualquer outro componente da amostra, ou melhor, sua isoferma de adsorgfio deve
ficar acima da de fodos os ouiros componentes a serem deslocados. O deslocador
tambén o deve reagir com nenhawn dos componentes da amosira e deve possur alta
solubilidade na fase mével selecionada. Aldm disso, o deslocador deve ser facilmente
removivel dos componentes da amostra separada que sofram uma possivel contaminagio
com este. Ele deve ter baixa toxicidade, ser baraio e resultar em solugdes com
viscosidade relativamente baixa nas concentrag@es e temperaturas de trabalho. @9

Em colunas de silica gel, aminas secundarias e tercidrias, tais como
dietiletilenodiamina ou trietanolamina, podem ser utilizadas como deslocadores, a nio
ser que a amostra contenha substincias acidas. Como regra geral, para evitar associacio
com componentes da amostra, o deslocador nfo deve possuir carga contraria aos
componentes desta. %

Os deslocadores normalmente empregados em colunas de silica gel quimicamente
ligadas a grupamentos alquila s#o sais quaternarios de alquil ou arilalquil aménio, tais
como sais de timetiloctilamdnio, frimetilbenzilamdnio ou fetrabutilamdnio. Neste fipo
de coluna também empregam-se deslocadores neutros, a saber: n-propanol, n-butanol,
fenol, 2-butoxietanol, 2-(2-butoxietoxi)etano} e monometileter de dipropilenoglicol. ™

O requisito basico de maior retencfio dos deslocadores que qualquer um dos
componentes da amostra, no sistea empregado, pode ser estimado de maneira rapida e
econbmica através de testes de elui¢iio no referido sistema. Informagdes extras sobre o
comportamento dos possiveis deslocadores frente aos componentes da amostra podem ser
obtidas afravés da medicdo das isotermas de todos os componentes no sistema
selecionado. 02949
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f1.2.4 Efeito da Variacdo dos Pardmetros Operacionais em Cro-
matografia por Deslocamento

Fm aplicagles preparativas, uma medida findamental dos resultados da
cromatografia por deslocamento ¢ a recuperacio, dada pela porcentagem do componente
sob comsideraglio contido em fragSes sucessivas de efluente a uma dada pureza. No
entanio, a eficiéneia do processo pode ser expresss através da razio de produglio, a qual é
definida como a quantidade de produio recuperada dividida pela duragdo da corrida
cromatografica, medida pelo tempo de retengiio da frente do deslocador. Freqiienternente,
pode-se achar condi¢les 6timas para os diversos parimetros operacionais de maneira a

maximizar a razfo de produgio.V

Com a disponibilidade atual de colunas recheadas com microparticulas,
controladores de vazio de alta sensibilidade e instrumentag5o de precisdo, a facilidade da
separag80 por cromatografia por deslocamento ¢ grandemente afetada por fatores
termodinimicos, fais como: forma das isolermas, adsortividade relativa dos
componentes, solubilidade e concentraglio relativa dos componentes da mistura. Apesar
de as relagBes fundamentais enire estes fatores terem sido estabelecidas a muito
tempo®™*¥, nenhuma expressio analitica pdde ser desenvolvida devido & complexidade
matematica das equagdes diferenciais nic lineares envolvidas no modelo.®®

Do ponto de vista pratico, a otimizacic do processo é feita selecionando-se
condigBes que requerem o menor periodo para a obtengiio de uma série de deslocamento
completamente desenvolvida, isto é, condi¢Bes que requerem o menor comprimento de
coluna para realizar a separaco.®®

Os principais pardmetros operacionais envolvidos na otimizagfio do processo sfo:
comprimento da coluna, concentrag3o do deslocador, vaziio da solugfio do deslocador,
conceniracio e volume de amostra e temperatura.

O volume ¢ uma propriedade caracleristica da coluna de um dado sistema
cromatografico desenvolvido por deslocamento. Este parimetro defermina se, sob
condi¢Bes operacionais apropriadas, o desenvolvimento ser4 completo e a condigfio
isostatica serd atingida, ou se o desenvolvimenio seré interrompido em algum estagio
mtermediario. No entanto, a um dado difmetro, o comprimento de coluna ¢ uma medida
aceitdvel e mais conveniente para expressar a quantidade de fase estacionaria empregada
para uma deferminada separag#o. Desta forma, sob condigdes operacionais que permitam
a obtengio de uma série de deslocamento completamente desenvolvida, pode-se definir o
comprimento de coluna minimo necessario para a separacio. Com colunas mais curtas, o
desenvolvimento completo nfio pode ser atingido sem a alterag@io de outros parimetros.
Se a coluna for mais longa que o valor minimo estabelecido, a série de deslocamento
atravessa O excesso de comprimento sem alteracio, na auséncia de efeitos secundarios,
tais como: dispersdo axial e equilibrios quimicos secundérios entre os componentes. Na
pratica, no entanto, a movimentaciio da série de deslocamento através do coraprimento
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excedente de coluna resulta na diminuiclo da recuperacfio e no aumento do tempo de
separagfo.®”

Tal como na cromatografia por eluicio, onde o comprimento da coluna &,
frequentemente, aumeniado visando um maior miimero de pratos tedricos para assegurar
a separagiio, na cromatografia por deslocamento, o comprimento da coluna também deve
ser aumnentado para separagles mais complexas, ou, no caso particular da cromatografia
por deslocamento, quando a quantidade de amostra ¢ aumentads. O aumenio da
quantidade de amostra permitido pelo uso de uma coluna mais fonga, geralmente resulta
no aumento das regiSes de produtos puros na série de deslocamento. Desta forma, a
recuperagfo de material puro € maior que a obtida com uma amostra menor em uma
coluna proporcionalmente mais curis. Porém, para que ial situaglo ocorra, é necessario
que o comprimento de ambas as colunas seja eficientemente utilizado.®

O tamanho de particula do material utilizado como fase estacionaria também é um
pardmetro critico, uma vez que a eficiéncia da coluna aumenta com a diminuigio do
difmetro da particula, como em cromatografia por eluigio. O uso de particulas pequenas,
se possivel, ¢ vantajoso devido nfio apenas ac aumento da recuperagiio do produto puro,
mas a vazio relativamente alta que pode ser utilizada, a qual resulfa em aumento da
razéc de produg@o. Por outro lado, argumentos teéricos predizem um tamanho de
particula minimo, abaixo do qual nenhuma vantagem ¢ ganha pelo aumento da vazio,
pois a eficiéncia da coluna é efetivamente controlada pela velocidade da cinética de
deslocamento na superficie da fase estacionaria®’, a qual nfio ¢ to dependente do
tamanho de particula quanto em cromatografia por eluicgo.

Em experimentos de cromatografia por deslocamento, as concentragdes dos
componentes na série de deslocamento e o grau e tempo de separacfio sfo determinados
pela natureza e concentragfio do deslocador, desde que todos os ouiros pardmetros sejam
mantidos constantes.

A figura I1.6 mostra qualitativamente os limites inferior e superior da concentragfio
do deslocador em uma mistura binaria hipotética. Conforme pode ser observado, o limite
mferior de concentragio do deslocador ¢ definido pela linha operacional 2 esquerda, a
gual apenas toca a isoterma do componente menos retido. Utilizando-se concentracBes
menores deste deslocador, o componente menos retido ser4 eluido da coluna a frente da
série de deslocamento. O limite superior de concentra¢fio do deslocador ¢ dado pelo
Limite de solubilidade do componente mais retido, ou seja, pela linha operacional que
intersepta este ponto. O uso de concentragdes do deslocador mais elevadas deve causar a

precipitaco deste componente.®”
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Figura I1.6: Lirnites inferior e superior de concentragfio do deslocador®

Normalmente, altas concentragties do deslocador reduzem o tempo de separagdo ¢
aumeniam a concentragfio dos produtos, uma vez que a concentracio dos componentes
na série de deslocamento completamente desenvolvida aumenta com a concentragiio do
deslocador. A baixas concentragSes, a frente do deslocador move-se lentamente através
da coluna, resultando em longo tempo de separagdo e, conseqiientemente, baixa razio de
produgio. Idealmente, aumentando-se a concentragiio do deslocador diminui-se o tempo
de separagio e eleva-se a razio de produgio. No entanto, a altas concentragdes, além de
elevada concentragfio dos produtos, obtém-se zonas de deslocamentos estreitas para os
componentes. Desta forma, ao aumentar-se a concentragio do deslocador, eleva-se a
mistura devido 4s limitagSes de transferéncia de massa. Conseqientemente, para
sisternas cromatograficos nfio ideais, tem-se um valor étimo para a concentragio do
deslocador, a qual maximiza a razfo de produgiio de um dado componente da
&mOml(SQ,ﬂ}

A vaziio da solugdio do desiocador é um outro parimetro importante na otimizacio
da razfio de produgdo de uma separagio por cromatografia por deslocamento. Conforme
foi demonstrado por Horvarth e colaboradores®, em cromatografia por deslocamento, o
aumento da vazio, dentro dos limites operacionalmente acessfveis, tem um efeito de
diminuigdo da recuperagio. No entanto, os fundamentos deste processo™*” foram
baseados em suposi¢les de idealidade, isto &, fransferéncia de massa ou cinética de
desjocamento infinitamente rdpida e campo de fluxo uniforme, e nio prevéem a
ocorréncia de tais efeitos de vazéio. Porém, o comportamento real observado resulta em
eficiéncia de separagio dependente da vazfio, sendo o efeito desta bastante complicado,
uma vez que tanto a vazfio quanto o comprimento de coluna influenciam a separagio.
Normalmente, a eficiéncia da separagio aumenta com a diminuicdio da vazie devido ao
aumento de tempo disponivel para o desenvolvimento da série de deslocamento na
coluna. Todavia, a diminni¢3o de vazdio aumenta a pureza do produto até um dado limite,
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pois a diminuigio da vazdio abaixo do valor no qual a série de deslocamento esta
completamente desenvolvida nfio resulta em efeito algum nesta série %

Por outro lado, & diminuigio da vazio pode levar & reduglio da razio de produgio
devido ao sumento do tempo necessario para a corrida cromatografica, Recentemente,
Cramer e seus colaboradores” mostraram que & purificagio de peptideos por
deslocamento pode ser eficientemente realizada, sob condigBes apropriadas, a
velocidades lineares elevadas com minimos efeitos adversos na pureza do produto.

Desta forma, existe um valor Gtimo de vazfio que maximiza a razio de produgfio. A
disponibilidade de meios de redugdo dos efeitos indesejaveis de resisiéneia &
transferéncia de massa ¢ nfio uniformidade de fluxo permite a utilizagio de vazdes mais
elevadas. Conseqiientemente, a cromatografia por deslocamento se beneficia da
utilizaco de colunas com microparticulas.®

A concentragiic e o volume de amosiras injeiadas também sfo parfmetros
mnportantes na selegfio das melhores condigBes operacionais para uma separacio por
deslocamento, pois existem valores 6timos destes parimeiros que maximizam a razio de

producio.

Em cromatografia por deslocamento o efeito da utilizagiio de uma amostra muito
grande € uma série de deslocamento desenvolvida de maneira incompleta, apresentando
forma diferente da onda quadrada normalmente encontrada em condiges 6timas, e baixa
recuperagio de produto na forma pura. Por outro lado, o uso de uma quantidade muito
baixa de amostra resulia em wma série de deslocamenio com zonas estreitas e,
conseqilentemente, a recuperagdc do produto pa forma pura também ¢ baixa, pois a
superposigio de zonas é relativamente alta ®%%

O uso de um grande volume de amostra poderd resultar em wna separagio por
mistura de mecanismos: andlise frontal e deslocamento. Em cromatografia por
deslocamento, o estagio de introdugdo da amostra ¢, basicamente, um processo de analise
frontal, mas este processo ¢ interrompido com o inicio da entrada do deslocador na
coluna. Desta forma, quanto maior o volume da amostra, mais adiantado fica o
desenvolvimento por analise frontal e, a um dado valor limite de volume de amostra, o
primeiro componente da mistura emerge da coluna antes da entrada do deslocador e tem-
se, essencialmente, uma separagio por analise frontal. Um mecanismo misto sempre
opera no imicio de qualquer separagic por deslocamentio, mas com uma coluna
suficienternente longa, o processo de desenvolvimenio por deslocamento torna-se
predominante e atingi-se a condiglio isostatica.®®

Na pratica, o limite de volume de amostra ¢ importante quando a solubilidade dos
componentes da amostra na fase movel é baixa. Desta maneira, a um dado volume de
amostra, a quantidade de material que pode ser separado em uma corrida cromatografica
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¢ limitada, entre outros fatores, pela solubilidade dos componentes da amostra na fase
movel emprepada ©¥

O aumento da razdio de produglio em cromatografia por deslocamento envolve dois
aspectos: melhonia da recuperagiio e aumento da concentragio do produio no efluente.
Este titimo pode envolver um aumento de solubilidade dos componentes na fase mével.
Em processos por deslocamento & temnperaturas elevadas ambos aspectos so afetados, de
forma que a separacio iorpa-se mais eficiente. O aumento na iemperatura reduz
significatzvamente 2 superposicBo de bandas e, comsegientemente, melhora 2
recuperagio de material puro. Este efeito € atribuido 2 um aumento nos parfimetros de
cinética de deslocamento e transferéncia de massa com a elevagio da temperatura. &

Outras vaniagens do uso de temperaturas elevadas incluem: aumento da
solubilidade de todos os componentes e diminuigio da viscosidade da fase mével. A
solubilidade ¢ um fator limitante para wiilizagio de cromatografia liquida preparativa e,
desta maneira, o uso de temperaturas elevadas ¢ vantajoso em qualquer modalidade de
desenvolvimenio. A reducfo da viscosidade do fluido permite o uso de colunas mais
longas e vazdes mais elevadas, o que por sua vez, resulta num aumento da razfio de
produgfo, ™

De acordo com o que foi exposto, pode-se concluir gue existemn valores 4timos para
os diversos parimetros envolvidos em uma separagio por deslocamento. Além disso,
estes parmetros sdo, muilas vezes, interdependentes de modo que a utilizago dos
valores otimos individuais nem sempre ¢ possivel. Desta maneira, a obtenglio de um
processo por deslocamento com razdio de produgfio ou pureza de produto maximizada
envolve um estudo bastante criterioso dos diversos parimetros pertinentes.

11.2.5 Equipamentos™

Na maioria dos trabalhos recentes de cromatografia por deslocamento, empregou-
se as mesinas colunas usadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
escala analitica. Conseqientemente, a instrumentagio convencional de CLAE pode ser
modificada facilmente para separacSes em escala semi-preparativa por cromatografia por
deslocamento. Varios destes sistemas encontram-se descritos na literatura 5940 A
figura I1.7 apresenta o esquema de uma unidade conjugada composta por um sistema
para deslocamento, denominado fracionador, e um cromatégrafo Hquido amalitico,
denominado analisador em linha.
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Figura IL.7: Esquema de um sistema conjugado: fracionador e analisador em linha,
utilizado em cromatografia por deslocamento.®

O fracionador possui apenas uma bomba para a perfusio segdencial da coluna com
a fase movel, solugfo do deslocador e regenerador A vélvula de amostra € similar 4
empregada em sistemas analiticos, mas possui uma alga com um volume maior,
geralmente excedendo um (1) mililitro. O efluente da coluna passa através de uma
valvala amostradora do analisador em linha e, enifio, através da cela de um detector
diferencial por indice de refracio, antes de entrar no coletor de fragSes. O detector por
indice de refragio monitora o efluente da coluna em termos de concentracfo do produto,
mas, em muito casos, nfio pode ser usado para demarcar as fronteiras entre as zonas
adjacentes dos componenies separados, as quais sHo necessirias para medida de
recuperagio. Afravés da amostragem do efluenfe da coluna em curtos intervalos de
tempo, por exemplo a cada 15 ou 30 segundos, 0 analisador analitico em linha pode
fornecer a informagio sobre a composigéio do efluente. Desta forma, as fragSes contendo
os componentes puros ou as fragBes com misturas devido 4 superposicio de zomas
adjacenties podem ser coletadas separadamente. O uso de uma coluna curta, com 3 a 5
centimetros de comprimento, ¢ suficiente para a analise em linha, pois usualmente nfio h4
mais de duas substincias presentes em uma amostira de efluente.
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Altemativamenie, pode-se coletar pequenas fracSes de efluente da coluna e
submeté-las 4 andlise posterior por cromatografia liquida de alta eficiéncia ou
cromatografia em camada delgada. O emprego de cromatografia em camada delgada ¢
um meio répido e eficiente para a analise simultinea de um grande ntmero de fracdes, de
maneira a seleciona-las para recuperacgfo do(s) produto(s) de interesse.

I1.2.6 Vantagens e Desvaniagens

Em cromatografia preparativa, se 2 quantidade de amostra injetada ¢ mantida
pequena, pode-se conseguir a manutencio da separaglio obtida em escala analitica
utilizando-se condi¢Bes cromatograficas similares.” No entanto, com a elevagiic da
quantidade de amostra, o tempo de refengdio torna-se altamente dependente da
concentragfo da amostra e o formato dos picos torma-se tio distorcido que a recuperagiio
pode ser significativamente reduzida. O uso de cromatografia por deslocamento pode
solucionar estes problemas, uma vez gue a separacfo dos componentes da amostra, neste
processo, ocorre quando a concentracHo destes ¢ suficientemente alta para estar na regifio
nio linear de svas isotermas de adsorgiio. ¥

A cromatografia por deslocamento também ¢ recomendada devido 4 recuperacio
dos produtos a concentragSes significativamente mais elevadas que as obtidas em
cromatografia por eluigdo, o que gera vantagens adicionais de beneficios econbmicos e
ambientais por baixo consumo de solventes. Na realidade, fanto as fases estacionsria e
moével quanto ¢ equipamento sfo methor utilizados na cromatografia por deslocamento
que no método por eluigdo. Conseqiientemente, a quantidade de produto puro recuperado
por unidade de volume de coluna € normalmente mais elevada em cromatografia por
deslocamento que no desenvolvimento por ehiigfo.®

Vantagens adicionais da crornatografia por deslocamento quando comparada a
cromatografia por eluigo em escala preparativa sgo:®449

¢ alta razio de produgdo;

¢ facilidade de separagfio de quantidades relativamente grande de material com
retenclo proxima; '

® minimizacio de mistura decorrente de formagio de cauda de pico, quando do
aumento da quantidade de amostra separada;

e facilidade de recuperagio do produto devido 4 alta concentragiio em que ¢ obtido;

® possibilidade de aplicagio de colunas analiticas de cromatografia liquida de alta
eficiéneia em escala preparativa;

¢ potencialidade do emprego de espacadores;

® possibilidade de uso de microparticulas de fase estaciondria em aplicagdes
preparativas, ¢ que nHo ocome em cromatografia por eluigdo, onde o uso de
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micropariiculas em colunas com grande difimetro resulia em problemas mecnicos
associados com a operacio a altas pressdes na entrada da coluna.

No entanto, um dos maiores impecilios & ampla aplicacio desta técpica ¢ a
indisponibilidade de métodos priticos que permitam 2 selegBo e otimizagio do
deslocador, ap6s a escolha da fase estaciondria a ser utilizada. A maior complexidade
deste método ¢ uma dificuldade adicional #5949

A necessidade de regeneracgfio da coluna para a remoglic do deslocador é uma
desvantagem significativa da cromatografia por deslocamento quando comparada a
eluiglio isocratica, apesar de que esta desvanfagem desaparece se necessita-se utilizar
eluicdo por gradiente em escala preparativa. De qualquer maneira, a regeneragsio da
coluna esta associada com uma limpeza geral do sisterna e a remogiio de contaminantes
_que poderiam vir a se acumular €9

A técnice de deslocamenio requer que as isotermas dos componentes e do
deslocador, no sistema selecionado, sejam do tipe langmuiriano, para que se obtenham
zonas da série de deslocamento com o minimo de superposicfico e contaminagio dos
componentes individuais. Porém, mesmo nestas condig8es, ¢ com a utilizago de colunas
altamente eficientes em termos de dispers#o axial, a separacfio enfre as zonas ainda
envolve uma certa mistura de produtos. Desta forma, na recuperagio de produtos da
regido de fronfeira entre as zonas, preferencialmente, coleta-se fragBSes separadas que sfo
submetidas & nova separagio cromatografica sem necessidade de concentrago prévia.

Outras desvantagens da cromatografia por deslocamento séo:*?
& custo do deslocador, ¢ que muitas vezes acarrefa na necessidade de seu reciclo;

¢ dificuldade de demarcac@o das zonas adjacentes por detecgdo direta, implicando
na anilise em um sistema analtico auxiliar ou na analise posterior de pequenas fraces
coletadas;

@ a exigéncia de alta solubilidade dos componentes da amostra e do deslocador na
fase movel selecionada, para que a fécnica possa ser explorada em foda a sua
potencialidade.

De acordo com © que foi exposto, pode-se concluir que a op¢do por um ou outro
metodo de desenvolvimento cromatografico depende muito das caracteristicas especificas
da amostra a ser separada, assim como da comparagiio dos custos envolvidos no
tratamento para concentragio dos produtos purificados em cromatografia por eluigiio, e
no custo de recuperagiio do deslocador no processo por deslocamento, além do consumo
de fases estaciondria e mével.
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f1.2.7 Exemplos de Aplicacdes

Ser#o apresentados, a seguir, alguns exemplos de separacio, onde a técnica de
cromatografia por deslocamento foi utilizada com sucesso na purificagsio de compostos.
G objetivo deste capitulo nfio ¢ tragar um perfil condensado de todos os tipos de
compostos separados por esta técnica, mas apenas ilustrar e potencialidade de aplicacsio
da mesina em escala preparativa.

A separaglio de uma mustura de dcidos hidroxifenilacéticos por cromatografia por
deslocamento e coluna Partisil ODS-2 10 prn (250 x 4,6 mm) encontra-se representada
na figura II.8. A fase moéwvel empregada foi tamplio fosfato 0,1 M, pH 2,12, ¢ o
deslocador foi n-butanol 0,87 M. A vaz#io do deslocador utilizada foi 0,05 ml/min e a
temperatura era de 25°C. A amostra foi injetada em um volume de 1,5 ml, contendo 30,
35 e 45 mg de 4cido 3,4-diidroxi, 4-hidroxi e 2-hidroxifenilacético, respectivamente. O
volume de cada fraglio coletada era de 0,15 ml e o volume 1otal de efluente foi de 12 ml.
Nestas condig8es, a fragio dos componentes recuperada na forma pura foi de 95% para o
acido 3 ,4-dirdroxifenilacético, 83% para o acido 4-hidroxifenilacético e 73% pam o 4cido
Lhidroxifenilacético™
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E o ,;' 1? Figura IL8: Separacio de uma mistura de
= P o acidos hidroxifenilacético por deslocamento.
o 7 i P 1 JFase estacionaria: Partisil ODS-2 10 pym (250
5 - b x 4,6 mm). Fase movel: tampio fosfato 0,1
- P ‘ ! 1 IM-pH 2,12. Deslocador: n-butanol 0,87 M.
S | f 3 Vaz#o: 0,05 ml/ min. Temperatura 25°C.%®
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Ne da fracdo

A separagiio de uma mistura de antibibticos polimixinicos em coluna Lichrosorb
RP-8 5 pxn (250 x 4,6 mm) pela técnica de deslocamento ¢ apresentada na figura IL9. A
fase mével utilizada foi 4gua contendo 10% (v/v) de acetonitrila e o deslocador foi cloreto
de octildodeciidimetilaménio 0,05 M na fase mével. O volume de amostra njetado foi
1,5 ml, o qual continha 150 mg de sulfaio de polimixina B. A vaziio empregada foi 0,1
ml/min, a uma temperatura de 23°C. Coletou-se fragles de 0,5 ml que foram,
posteriormente, analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A regeneragio da
cohuna foi feita com metanol &
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O diagrama da separagfic de uma mistura de corticoesterdides por deslocamento
em coluna de silica gel Partisil 5 pm (500 x 4,6 mm) é representado na figura 11.10. A
figura I1.11 apresenta a fommula estrutural destes compostos. A fase mével usada foi
cloroférmio e o deslocador 5% (v/V) dietiletanodiamina em cloroférmio. A vazdo
empregada foi de 0,1 mi/min e a amostra continha 30 mg de cada um dos componentes
em 1 mi de fase movel FragSes de 0,2 ml foram coletadas para anslise posterior por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.®
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Figura I1.10: Separa¢do de uma mistura de cor-
ticoesterdides por cromatografia por desloca-
mento. Fase estacionaria: Partisil 5 ym (500 x
4.6 mm). Fase mo6vel: clorofdmmio. Deslocador:
3% (v/v) dietiletanodiamina na fase moével.
Vazio: 0,1 ml/min ®
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A figura 1112 apresenta o diagrama da separaciio de uma mistura de nucleotideos,
em escala preparativa, por cromatografia por deslocameto. A separagio de 1nosing,
. desoxiinosina, adenosina e desoxiadenosina foi realizada em coluna Supelcosil LC-18 5
pm [(250 x 4,6 mm) + (150 x 4,6 mm)}, utilizando-se tampiio 10 mM de acetato como
fase movel. O deslocador empregado foi uma soluglo 27,5 mM de clorefo de
benziltributilambnio na fase moével, a uma vazfo de 0,1 mVmin. A amostra a ser
separada continha 10 mg de cada componente em 2,0 ml de fase movel e o experimento
foi realizado a 22°C. O diagrama foi construido a partir da andlise de fragdes de 100 pl
do efluente da coluna por cromatografia liquida de alta eficiéncia. @
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Figura IL12: Separagho de uma mistura de nucleotideos por cromatografia por
deslocamento. Fase estacionaria: Supelcosil LC-18 5 pm [(250 x 4,6 mm)
+ (150 x 4,6 mm)]. Fase mével: tampio 10 mM de acetato. Deslocador:
27,5 mM de cloreto de benziltributilaménio na fase movel. Vazsio: 0,1
mV/mil. Temperatura: 22°C.%?
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4 analise da figura 11.12 mostra gue pSde-se obier uma separagio razoavel dos 40
mg de mlsﬁm de nucleotideos por deslocamento, empregando-se coluas de dimensdes
analiticas.”®

A separagBo de uma mistura de proteinas por cromatografia por deslocamento,
empregando colupa trocadora de cations Mono 8 (50 ¥ $ mm) 10 um, encontra-se
representada na figura 11.13. A fase mével utilizada foi solugio 0,1 M de sulfato de
ambnio em tamplo fosfaio pH 7,5 e o deslocador foi 30 mg/ml de Naleolyte 7105 na fase
mébvel, & uma vazdio de 0,1 ml/min. A amostra consistiv de 500 pl de uma solugiio 1,67
mg/mi de cada - um dos componentes: o-quimoiripsogénic, citocromo C e lisosina. A
separac8o foi realizada a 22°C e o efluente foi coletado em fracdies de 100 ul para anslise
posterior.®”
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Figura 11.13: Separagfo de uma mistura de proteinas por cromatografia por deslocamen-
to, a~chy = o-quimotripso-génio, ¢yt C = citocromo C e lys = lisosina. Fase
estaciondria: Mono 8 (50 x 5 mm) 10 pm. Fase mével: (NH,),80, 0,1 M
em tampéo fosfato pH 7.5. Deslocador: Naleolyte 7105-30 mg/ml na fase
movel. Vazdo: 0,1 ml/min. Temperatura: 22°C.C%

A figura 11.14 apresenta o histograma da purificagfio de 9,0 g de uma mistura de
peptideos sintéticos em coluna Lichropep RP-18 25-40 pm (260 x 40 mm) por desloca-
mento. A fase mével utilizada foi 4cido trifluoroacético 0,1% em 4gua e o deslocador foi
cloreto de benziliributilaménio 50 mM na fase moével a uma vazio de 8 mb/min. A
recuperagdo do fragmento 163-171 da interleucina B humana (L-1 8) foi de 81,8%. Deve-
se ateniar para o fato que, enquanio a maioria das aplicagSes de cromatografia por
deslocamento esta restrita 2 puriﬁcag:a{:s de centenas de miligramas de amostra® %5152
este exemplo mostra a aplicagio da fécnica 4 purificagfio de algumas gramas de
amostra.®”
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Figura II.14: Purificagio de fragmento 163-171 da mterleucina 8 humana (L-1 8) por
cromatografia por deslocamento. Fase estacionaria: Lichropep RP-18 25-40
pm (260 x 40 mm). Fase mével: 0,1% de 4cido triflucroacético em 4gua.
Deslocador: 50 mM de cloreto de benziltributilaménic na fase mével.
Vazio: 8 mi/min ®

IT. 2.8 Perspectivas

Apds estabelecer-se como uma técnica analitica das mais versateis, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia vem gozando de uma importincia crescente como um processo
de separagdo preparativo e, até mesmo industrial, principalmente devido 4 demanda atual
de processos em biotecnologia. '

Apesar de bastanie vantajosa em aplica¢@es analiticas, a cromatografia por eluigo
apresenta algumas desvantagens quando empregada para fins preparativos, a saber: ndo
utilizaghio de toda capacidade da fase estacionaria, consumo elevado de solvente (10 a 20
vezes maior que a cromatografia por deslocamento) e alto custo da recuperagio do
produto do efluente devido 4 dilui¢Ao inerente ao processo.

Por outro lado, a potencialidade de aplicagfio da cromatografia por deslocamento
el processos preparativos, nos ultimos anos, vem sendo basiante explorada. Os
resuliados mostram-se promissores, podendo-se usar colunas convencionalmente
analiticas, em escala semi-preparativa e obiendo-se os produtos em concentragSes
bastante elevadas. Esta vantagem singular de possibilidade de concentragio da amostra,
durante a separagio, faz desia técmica um processo bastante atraente para uso em
conjunto com um reator quimico, onde os componentes nfo reagidos do meio sio
separados ¢ reciclados ao reator. No campo analitico, a cromatografia por desiocamento
também pode ser empregada como um meio eficiente de concentragio de amostras.
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No entanto, a ampla aplicag#o da técnica de cromatografia por deslocamento ainda
estd restrita pela falta de grande nimero de exemplos descritos detalhadamente em
literatura, pela dificuldade e relutdncia de aceitagdo da cromatografia nfio-linear e pelos
problemas associados com a adaptaciio de um novo modo de separagho cromatografica.

O conhecimento das isotermas de adsorgfio e solubilidades dos componentes da
amosira € dos deslocadores em potencial facilite basiante a selegfio das condigBes
operacionais, uma vez que se utilize a teoria que descreve as propriedades de uma série
de deslocamento completamente desenvolvida e tenha-se um entendimento qualitativo
dos fatores envolvidos no desenvolvimento do processo que resultars em separaciio. O
emprego recenie de cromatografia de alia eficiéncia com desenvolvimento por analise
frontal para a medic#o rapida de isolermas, com um consumo minimo de soluto, oferece
um 1meio convenienie para a obtenig8o das isolermas, tornando a aplicagiio da técnica de
deslocamento bem mais acessivel.

e um modo geral, a expectativa é que a intensa competicio comercial, juntamente
com um altc nivel de atividades de pesquisa, irSio continuar trazendo uwm
desenvolvimento ripido da cromafografia preparativa e que, neste contexio, a
cromatografia por deslocamento poderd comecar a ser explorada em foda a sua
potencialidade.

IL.3 Meétodos de Medicdo de Isotermas Aplicados & Cromatografia por
Deslocamento

11.3.1 Introducdo™*>"

Os processos de separagiic por cromatografia sfo governados pela adsorglio ou
absorgfio do solufo a partir de wma solugdo. No estado de equilibrio, o fenémeno de
sorgéo ¢ normalmente representado pela isoterma de sorgdo que relaciona a concentragio
do soluto na fase mével com a concentracio do mesmo na fase estacionéria, no intervalo
de concentracio desejado.

As isotermas de adsorgio ha muito véem sendo estudadas pelos fisico-quimicos,
objetivando a investigacio das interagBes entre o solufo e uma superficie. Mais
recentemente, no entanto, as isotermas ganharam maior relevincia e passaram a ser
estudadas também por sua potencialidade de aplicac#io nos estudos teéricos de simulagéo
do perfil de eluiclo de misturas, assim como pela possibilidade da aplicacfio pratica na
otimnizaco das condig@es experimentais em cromatografia preparativa.

Tradicionalmente, as isolerrnas eram medidas por méiodos estéticos, nos quais
mede-se a mudanca na concentragfio do soluto apos a adigfio do adsorvente 4 solugfo. A
partir destes valores calcula-se pontos discrefos da isoterma do mesmo. As maiores
desvantapens desta técnica sf#o a lentidio e a incerteza do atingimento do estagio de
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equiibrio, assimn como a grande quantidade de soluto e adsorvente necessarios a uma
medig&o precisa. No caso da utilizagsio de adsorventes nflo polares, tem-se, ainda, a
dificuldade adicional de estes nfo serem facilmente umidecidos por solvenfes ricos em
agua, © gue agrava o5 problemas experimentais envolvidos na medic#io de isotermas pelo
método estatico. Além disso, a medicgio de pequenas alteragBes de concentracéc, quando
a solucHBo ¢ muito diluida, ou quando o sistema confém apenas espéceies com baixa
retencBo, pode apresentar baixa precisio.

Com o objetivo de superar as dificuldades inerentes ac método estatico de medigio
de isofermas, foram desenvolvidos métodos cromatograficos baseados em colunas
recheadas. Tais métodos apresentam as vaniagens de serem mais rapidos e precisos.
Também encontram-se descritos na literatura®® métodos numéricos que baseiam-se em
um pimerc minimo de medidas cromatogrificas e no modelo ideal de cromatografia.
Alguns destes méiodos serdic descritos de forina bem sumarizada. A seguir, dar-se-4
énfase aos méfodos do tempo de retenglio ¢ de analise fromtal, os quais foram
empregados na medigdo das isotermas de adsorgiio dos compostos digitalicos utilizados.

£1.3.2 Modelo de Lagmuir

Um grande numero de teorias® ém sido propostas para descrever o fendmeno de
adsorgéic baseadas no comportamento do adsorbato, no processo fisico de adsorgio efou
na forma da isoterma. O modelo de Langmuir ¢, normalmente, um bom modelo para
correlacionar dados experimentais de isotermas individuais.

A isoterma de Langmuir relaciona a concentragdo do soluto em equilibrio na fase
estacionarnia, Cg, ¢ na fase mével, C;, e, no caso de componentes individuais, é descrifa
pela seguinie equacio:

aCy,
Cg=— (L12)
1+bCy,

onde 2 e b sHo parfmetros caracteristicos do soluto em um dado sistema de fase
estacionaria/fase mével. O parimetro a representa a inclinac#o inicial da isolermaeoba
constante termodindmica de ligagio.

Dados de literatura® apontam que a equagio I1.12 correlaciona bem os dados de
adsorgdo de varios solutos de solugBes aquosas para adsorventes com fases
quimicamente ligadas. De acordo com esta equagio, C, atinge um valor maximo a/b a
concentragdes de soluto suficientemente altas. Esta relagdo ¢ comumente denominada
capacidade de saturagiio da coluna, assumindo a formacéo de uma monocamada.

G modele de Langmuir descreve uma isoferma gue apresenta uma regifio linear
inicial (baixas concentragBes) que obedece ao comportamento de adsorgio descrito pela
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Lei de Henry e, a altas concentrag®es, uma regifio de platd, na qual a gquantidade de
soluto adsorvido na fase estacionaria permanece constante.

Para vm sistems multi-componente, a isoterma do componente i é dada pela
seguinte equacgio:

8:Ch; ]
CS; I — 1=12,.n @13}
3

onde a; e b, sfo os parfmetros para a espécie i e n é o nimero de componentes da
mistura. Broughton® mostrou que o uso dos mesmos parfimetros nas equagdes T.12 e
.13 viola a relagfio de Gibbs-Duhern, a menos que ay/b; seja o mesmo para fodos os
componentes. Uma vez que, em geral, esta condigfio nfo € satisfeita para sistemas reais,
os pardmetros das isotermas individuais podem nfo representar exatamenie a realidade
quando utilizados na equaglio 11.13. Desta forma, foram desenvolvidos méiodos
experimentais que permitem a delerminagio dos parmetros g, e b, de medigdes com
sistemas multi-componentes, os quais evitam o uso dos parfmetros da isoterma
individual em sisternas multi-componentes.

A importincia de medir-se isotermas multi-componentes ou competitivas deve-se
ao fato que as altas concentragBes de solutos utilizadas nas separacBes em grande escala
fazem com que a interferéncia entre os componentes da mistura seja significativa.
Conseqiientemente, a quantidade adsorvida de um componente depende da concentracio
de fodos os compostos presentes na solugio. Desta maneira, a influéneia dos outros
componentes da mishwa na quantidade de um dado soluto adsorvido no estado de
equilibrio € importante e pode ter uma influéncia negativa no grau de separagio que pode
ger atingido em cromatografia preparativa.

O modelo de Langmuir fem sido amplamente empregado para comrelacionar os
dados obfidos de experimentos de adsorgio liquido-sélido. Porém, este modelo vem
sendo criticado devido 4 sua restriglio a superficies homogéneas e 4 formagio de uma
monocamada de soluto. No entanto, os modelos alternativos propostos®® resultam em
isotermas mais complexas, que requerem a coleta de um maior numero de dados
experimentats para a avaliagdo dos parimetros, nfio satisfazem alguns dos principios da
teoria de cromatografia e niic possuem a base fisica da isoterma de Langmuir, o que
justifica a grande aplicacfio desse modelo na correlagio de dados de adsorgo.
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F1.3.3 Métodos de Medicdo de Isotermas Individuais™ 51545

Conforme citado anferiormente, o método estatico de mediclio de isotermas envolve
varios problemas de ordem empirica e, portanto, limitar-se-4 esia discussio acs métodos
cromatograficos para obtencéo de isotermas individuais.

Os dois méiodos cromafograficos mais comuns de medigio de isofermas
individuais envolvem uma mudanga discrets na concentraco do solufo na enfrada da
coluna, de maneira & aumentar ou diminuir o valor desta. Quando a concentraciio é
elevada, obtém-se uma frente bem demarcada no final da coluna, conforme figura 11.15,
enquanto a diminuicio da concentrago resulta numa curva com a aparéneia difusa da
cauda de um pico cromatografico (figura 11.16). As diferengas no formato das curvas,
resullantes do aumento e diminuiciio da concentracBio do soluto, sfic resultantes da
tendéncia & afinacfio do pico na primeira e da patureza difosa da segunda. Conforme
observado por DeVault™, isotermas cfncavas sempre exibem tal comportamento &, no
caso de cromatografia ideal, sem o alargamento de bandas, a frente mantém uma forma
quadrada a medida que percorre a coluna. Em sistemas reais, a frente assume uma forma
sigmoidal, como mostrado na figura I1.15, quando um estado de equilibrio ¢ estabelecido
entre o efeito de auto-afinagio e de dispersdo axial, um processo que tende ao
alargamento da frente. O efeifo da dispersfio axial devido 4 resisténcia 4 transferéncia de
massa e & ma distnibuigho do fluxo ¢ menos aparente na curva difusa de diminuiggio da
concentracio mas também afeta o formato desta.
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Figura I1.15: Curva obtida com a elevagfio da concentrago do soluto de C, para C,
(an4lise frontal)*™”.
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Figura I1.16: Curva obtida com a diminuigio da concentragiio do soluto de C, para C,
{(analise frontal por ponio caracteristico)™.

O método gue emprega um aumento de concentracfio do soluto, gerando uma frente
bem nitida ¢ denominado andlise frontal (FA) e, através da aplicagic de um balango de
massa, fornece a concentragio na superficie, Cg, em equilibric com a concentragio do
soluto na fase movel, Cyy. Porfanio, um experimentio, como o representado na figura
[1.15, fornece um ponto da isoterma.

No segundo método, denominado analise frontal por ponto caracteristico (FACP),
calcula-se a isoterma inteira a partir da curva apresentada na figura 11.16. Neste método,
a aplicag#o de um balango de massa diferencial resulta na seguinie equago:

C
1
Coy = J {V - Vp)dey, (1.14)
VEP
Ca

onde a concentracio do soluto C,, é alterada de C, a C, Cq ¢ a concentragio do soluto na
superficie no equilibrio, V,, ¢ o volume de adsorvente na coluna, V é o volume de
efluente e Vp ¢ o volume da fase mével no sistemna.

A equaciio 11.14 governa a determinaciio da isoterma pelo método FACP. Uma vez
que nesta medigfio o sinal do detector deve ser converfido em unidades de concentragfio,
para avaliar-se a equagfo I1. 14, necessita-se realizar a calibragfio do detector. Uma outra
desvantagem do método FACP ¢ que nfio s#io realizadas corregfes para o espathamento
da banda, o qual alarga a curva difusa representada na figura I1.16. O método de analise
frontal (FA), por depender apenas da medig#o precisa do tempo de retengo da frente, &
menos suscetivel a erros deste tipo.
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O meétodo de analise frontal {FA) relacions a velocidade da frente de concentracio
resultante de um aumento discreto na concentragfio do solufo ao valor da isoterma de
adsor¢o do soluto a concentragBes elevadas. A figura I1.15 mostra a curva do efluente
apds a elevaglio da concentragiio de C, para C, e, o balango de massa integral mostra que
a concentracio do soluto na fase estacionaria em equilibric com C,, ¢ dada pela seguinte
expressio;

CslCo) = Cs(CI + Gy - CHVE- VD)V, (IL15)

onde Cg(C,) ¢ a concentraglio do soluto na fase estacionaria em equilibric com C,
Vr ¢ 0 volume de retencio da frente
Vp, € o volume da fase mével do sitema, obtido através do produto do tempo de
retengdo da fase movel, 4, pela vazio da fase mével, F(Vp = t,F)
Vgp € 0 volume de absorvente na coluna, obtido através das equages .16 ¢ I1.17.

Vi=(1-6) Vo (L16)
s=4F/ Vo (17

onde s = porosidade da coluna
Vo1 = volume da cohma (V_, =TT d*1L/4)
s = tempo de retencio da fase movel
F = vazio da fase mével
d = diimetro da coluna
L = compnmento da coluna

Repetindo-se este procedimento para concentragdes sucessivamente mais elevadas,
obtém-se pontos discretos adicionais da isoterma do composto em estudo.

O méiodo de anilise frontal ¢ amplamente empregado na obtencéio de isotermas de
adsorgio individuais por ser um método conveniente, rapide e precisc. Uma outra
vaniagem deste método ¢ que ele fornece ponfos discrefos da isoterma e nfo,
necessanamente, a equacio da isoterma com as limitacSes inerentes ao modelo de

adsorgio empregado.

No entanto, a técnica de anilise frontal (FA) possui como desvantagem, comparada
& analise frontal por ponto caracteristico (FACP), o grande consumo de soluto.
Recentemente, Jacobson et al.*** desenvolveram uma técnica de analise frontal para
medigio de isotermas de adsorgo individuais ou competitivas através de um sistema de
cromatografia liquido miniaturizado. O uso deste sistema, juntamente com o emprego de
colunas com difimetros internos reduzidos ("marrow bore"), permite a medida de
isotermas com apenas poucos miligramas da substincia de interesse, resolvendo, assim,
o problema do método de anlise frontal convencional.
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As técnicas de FA e FACP sfo os principais métodos dingmicos de medigio de
isotermas individuais, apesar de existirem outras técnicas com aplicagio mais restrita,
devido as dificuldades operacionais, que s#o usadas ocasionalmente. Diversos métodos
sinilares 4 FACP foram desenvolvidos e baseiam-se no uso da equagio 11,14, mas de-
terminam (V) de maneira diversa, incluinde a Eluiglio por Ponto Caracteristico (ECP),
introduzida por Cremer e Huber™ e a Eluigo em Plai6 (EP) de Reilley et al.®® A ECP ¢
idéntida 4 FACP, sendo que uma quantidade limitada de soluto ¢ injetada de forma a
originar um pico de eluigdo, ao invés de ier-se a diminuicdo na concentragio de nm
platd. Aplica-se, enifio, a equagfo I1.14 na porgo final do pico. A vantagem desta téc-
nica ¢ a pequena quantidade de amostra necesséria, mas a mesma apresenia desvania-
gens idénticas 4 FACP. No método de eluigio em platé (EP) a coluna ¢ equilibrada com
uma solugioc a uma dada concentragio e o volume de retengiio de uma perturbagio desta
concentraclio ¢ medido, resultando em V(C, /) que pode ser tratado de maneira analoga 4
CulV). Desta maneira, nfic se necessifa da calibragio do detector e a imprecisfo associ-
ada ao alargamento da banda em FACP ¢ bastante reduzide. Todavia, os problemas de
detecglic comuns aos equipamentos de CLAE a alias concentragBes podem ser significa-
tivos, o tamanho da perfurbaclo pode influenciar a precisio da medida, o consumo de
soluto € substancial e a complexidade experimental ¢ maior que a associada & téenica de
analise frontal. Uma variagdo do método de EP emprega uma marcag8o isotépica do so-
tuto para gerar a perturbagfio, o que simplifica consideravelmente a anslise e elimina a
imprecisdo associada 4 magnitude da perturbagfio da concentragéio. Porém, os problemas
envolvidos na busca de uma forma isotopicamente marcada do soluto e na detecgo desta
na presenga do soluto sem marcag#o causa limitagfo na aplicaclio desta técnica.

Além dos metodos descritos, que s#o fundamentalmente empiricos, existem méto-
dos para a medigdo de isotermas baseados na solugdo das equagdes gue descrevem o
comportamento cromatografico (métodos analiticos) e métodos munéricos. Estes méto-
dos s#o geralmente baseados num n¥mero minimo de dados experimentais, mas envol-
vem maior complexidade no tratamento matematico da teoria de cromatografia. Exem-
plos de tais méfodos s#io: 0 método do tempo de retengo™, descrito a seguir, e o método
numeérico proposto por Jonsson e Lovkvist®™, que envolve o calculo da isoterma de ad-
sorgdo a partir da forma de um pico cromatografico na presenca de efeitos significativos
de dispersio (cromatografia ndo-linear, nfo-ideal). A grande desvantagem dos métodos
analiticos ¢ que para solugdo das equages, muitas vezes, sdo feitas aproximagBes que
reduzem significativamente a possibilidade de aplicagfo dos mesmos a sistemas de inte-
resse. Porém, quande comparados &s solugBes muméricas, os métodos analiticos possuem
a vaniagem de prever precisamente os efeitos de alteragdes simultineas em diversos pa-
rdmetros e de dar uma relagfo exata entre as principais caracteristicas da banda de elui-

¢do e os parfimetros da separag8o cromatografica.

Recentemente, Guiochon e colaboradores® propuzeram uma solugfio analitica para
o modelo ideal de cromatografia. Esta solugo prevé as bandas de eluigio de qualquer
amostra de um componente injetada na coluna, desde que a isoterma de adsorglio seja
langrouiniana e a fase movel seja um solvente puro ou contenha outros solventes ou
aditivos que sejam retidos menos intensamente que o composto em estudo (os fatores de
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capacidade da coluna a diluiglio infinita dos outros solventes ou aditivos do solvente
fraco puro séo mais de 5 vezes menores que o do composto estudado). As propriedades
desta solugfo permitem escalonar as bandas num grafico adimensional. B possivel
definir-se wm sistema de coordenadas reduzidas no qual a banda de eluigc dependa
exclusivamente do fator de carregamento. Estes graficos podem, entfio, ser usados para a
determinagfo dos melthores valores dos parfimetros da isoterma de Langmuir, os quais
aproximam de maneirs mais adeguada o comportamento de equilibrio do composte sob
estudo.

Empregando-se 2 solugdio proposta por Guiochon™, obtém-se a isoferma de
adsorg#o individual do composic por um método denominado método do tempo de
retengdio.®

A paritir do tempo de refengio, fr 0> g6 um pico extremamente pequeno do

composto (injeg#o em escala analitica), pode-se calcular o primeiro coeficiente, a, da
isoterma de Langmuir através da seguinte expressio:

i reo by
a=— (0.18)
£ 1 4y

onde t,; € 0 tempo de Tetengio da fase mével (composto nio retido) e £ ¢ a razio de fases
obtida a partir da equacio I1. 16,

f=(1-5)/0 @19)

onde g representa a porosidade da columa obtida da equacfio I1.17.

O fator de carregamento, L, comrespondente & quantidade de amostra injetada,
pode ser obtide do tempo de retengiio da frente de uma amostra grande (eluig#o em
grande escala), empregando-se o grafico adimensional mostrado na figura 11.17. Uma
amosira "grande” ¢ definida como wma amostra tal que a forma do pico originado é
aproximadamente friangular com uma frente quase vertical bem definida.O fator de
carregamento deve ser pelo menos 1% (L, = 0,01).

A partir do valor obtido para a ordenada do grafico, y, da figura 1117 e,
conhecendo-se a eficiéncia da coluna medida com relagio ac composto analisado, obiém-
se Ly e calcula-se o valor do parimeiro b da isoterma de Langmuir através das seguintes

equagdes:
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onde ty, € o tempo de retengBo da fase mével (composto nio retido), té é o tempo de
retengBo de uma injegdio em grande escala, ty € o tempo de retengfo de uma injeg#io em
escala analitica, N, ¢ o niimero de moles do soluto e F € a vazfio da fase movel.

Figura IL17: Gréfico adimensional do
tempo de retengdio reduzido do maximo da
banda, (iz-t,)/(ig o-tye), versus o fator de
carregamento, L, , para colunas com dife-
rentes eficiéncias: (1) nimero de pratos
tedricos N = 1250, (2) N = 2500, 3) N =
5000, (4) N = 10000.%2

0.00 0.08 010 a.is 020 o3

By B/F(bg o=y

Desta forma, no método do tempo de retengiio, os parfimetros a e b da isoterma de

Langmuir sfo obtidos através da medicido dos tempos de retengiio do soluto em uma

injec8o em escala analitica e em uma injecfio em grande escala (com concentragio

conhecida). Conhecendo-se a eficiéneia da coluna, medida com relacdo ao composio
analisado, ¢ o tempo de retencio da fase movel.
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A maior desvaniagem do método do tempo de retenclo € que ele assume que a
isoterma de adsorg#o no equilibrio seja do tipo langmuiriana. Caso esta hipotese nfo seja
valida, o valor obtido para b iré depender do tamanho da amostra utilizada. Deste modo,
€ necessario a repeticho do procedimento para a medigio do parmetro b com pelo menos
duas amostras diferindo em tamanho por cerca de uma ordem de magnitude. Uma outra
desvantagem deste méiodo ¢ a sua aplicaclio restrita a sistemas onde a fase mével & um
solvente puro ou contém oufros solventes ou aditivos que nio competem com o soluto
para adsorgéo nos sitios ativos do adsorvente. Porém, a grande simplicidade experimen-
tal do metodo, aliada aos resuliados positivos obtidos em experimentos onde este foi
comparado aos métodos de andlise frontal, analise frontal por ponto caracteristico e elui-
3o por ponio caracteristico” apontam para o fato de esta ser uma técnica promissora.

I1.3.4 Métodos de Medicdo de Isotermas Competitivas®>>®

As purificagBes e separagBes por cromaiografia liguida normalmente envolvem
misfuras com altas concentragBes de solutos. Nestas condigSes, a interferncia mutua
entre os diversos soluios pode resultar em alteragBes significativas na isoterma com
relagfio a obtida para o composto isoladamente. Como conseqiiéncia, algumas vezes,
pode se fazer necessaria a medicfo de isoiermas competitivas. No entanto, a medigfio das
isotermas individuais ¢ bem mais simples, ¢ nfo requer a complexa instrumentacio
contendo amostrador e analisador em linha, nem o rigoroso tratamento matematico
envolvido nas téenicas de medigio de isotermas competitivas.©”

Existem diversas técnicas para a medigdo de isotermas compefitivas, mas os
métodos que vém classicamente sendo empregados no caso de cromatografia liquida sfo
o método do balango de massa e o método das velocidades compostas.

O método do balango de massa (MMB), usado para medir a concentragfo do
soluto na superficie do adsorvente, ¢ uma extensdio do método de analise frontal para a
determinacdio de isotermas competitivas. A figura 1118 traz wma representagio
esquematica da curva obtida no caso de uma mistura contendo dois componentes.
Quando as concentragBes dos solutos sfo elevadas de C,, e C,, para C,, e C,,
desenvolvem-se duas frentes bem nitidas, conforme mostrado na figura I1.18.
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Figura II.18: Representacio esquemética de um experimento de analise frontal no qual 2
composiglio da fase mével bombeada para a coluna é elevada de C;,, Coa
para Cyy, Cp. A composigdo da zona de mezanino no efluente da coluna ¢
Cim Con. Vie V; sio os volumes do efluente das fronteiras da zona de
mezanine e Vi, é 0 volume da fase mével no sistema 7

O aumento da quantidade do componente i ligado & superficie ¢ dado pela seguinte
equagao:

Ag = G- G = [(Vz- Vi Cin - Cid - (V2 - ViXCim - C)I/ Vg (.22)

onde V,, € o volume da fase mével no sistema, V, e V, sdo os volumes de efluente das
frentes e 'V, € 0 volume de fase estacionaria na coluna. Portanto, a isoterma de adsorgéio
completa, na faixa de concentraciic de interesse, pode ser obtida através de diversos
experimentos de andlise frontal com diferentes combinagles de concentragdes inicial e
final. Jacobson et al.“” utilizaram este método em uma coluna microbore e descreveram
o uso de um analisador em linha para a determinagiioc das concentragSes do mezanino,
Cim € Cpn» que devem ser obtidas juntamente com os volumes de efluente, V, e V,. Uma
das vantagens do método do balango de massa para a obtengio de isotermas é que o
mesmo ndo ¢ restrito aos compostos que exibem comportamento langmuiriano de
adsorgfo, mas pode, em principio, ser aplicado para qualquer sistema para o qual dados
de analise fronial possam ser obtidos.
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O meétodo das velocidades cornpostas ¢ uma técnica allernativa para a oblengfio de
isotermas de adsor¢do competitivas de substiincias cujo comportamento aproxima-se do
descrito pelo modelo de Langmuir. Este método, baseado na teoria de cromatografia,
requer apenas a medigo dos volumes do efluente, V; e V, (figura 11.18), no
cromatograma de analise froptal. A regressfo dos wvalores de V,, detemminados
experimentalmente para diferenies combinagBes de concentracdes, fornece os parfmetros
de Langmuir, & e b, para cada umn dos componentes da mistura.

Um outro método para a determinacgiio de isotermas competitivas, denommado
método da concentragio do mezanino, emprega a medicio da concentraglio do mezanino.
Esta concentragfio ¢ expressa, através de correlagfio, em termos dos parfmetros de
Langmuir, a, ¢ b, e das conceniragdes imicial e final no inicic da coluna.
Conseqgientemente, esta téenica fornece um conjunto aliemmativo de equacgBes através das
quais os valores medidos de C,, podem sofrer regressio para obtenc#io dos parimetros a;
& bi'

O método hibnde do balango de massa € uma modificaglo do método do balango
de masss para obien¢fio de isofermas competitivas, no gual os valores de C,, da equagio
11.22 nfo sf#o medidos, mas estimados usando os pardmetros de Langmuir obtidos pela
regressio do método das velocidades compostas. Deste modo, a téenica necessita apenas
da detenminacio expenmental do volume do efluente, V,, evitando o uso de um
analisador em linha, como o empregado no método mais rigoroso do balango de massa.
Apesar desta técnica empregar valores da concentragio na fase mével estimados pelo
método das velocidades compostas, ela fornece pontos discreto da isotera de adsorgio,
como o meétodo do balango de massa, e a aplicagiio restrita a isoternas langmuirianas
nfio é tio rigida como nos outros dois modelos.

Mais recentemente, um novo método, denominado método da raiz H, foi proposto
para a determinagiio de isotermas competitivas para aplicagfio em cromatografia por
deslocamento. Esta técnica emprega wna combinacfio de analise frontal e cromatografia
por eluigfo e ¢ restrifa a sistemas langmuirianos. O método ¢ baseado na velocidade de
propagac#o das frentes e na composigiic dos mezaninos, mas nfic requer a estimativa de
parfmetros e possui a vantagem adicional da possibilidade de emprego das solugdes de
processo, sem a necessidade de purificacfio.

A grande vantagem dos méiodos do balango de massa, da concentragic do
mezanino € da raiz H ¢ o fornecimento de pontos discretos da isoterma. No entanto, os
métodos do balango de massa e da concentragfio do mezanino envolvem a medigfo da
concentragio do soluto na regido de mezanine, o que resulta em maior complexidade
experimental que os demais métodos, umna vez que necessita-se de v analisador em
linha.

Em um experimento cornparativo das técnicas de medigio de isotermas individuais
e competitivas, Horvath et al®” mostraram que, no caso da mistura p-cresol/fenol,
usando o método de andlise frontal e o do balango de massa, as isotermas individuais e
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competitivas apresentam as mesmas formas (cOncavas) e curvaturas iniciais similares.
No entanto, as isotermas individuais de cada componente estfo acima das respectivas
isotermas competitivas, conforme € mostrado na figurs .19,
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I1.4 Consideracdes sobre os Compostos Digitdlicos

11.4.1 Caracteristicas Gerais

As plantas digitalicas, especialmente a Digitalis purpurea, eram utilizadas na
preparaclio de venenos na idade média. Remédios feitos a partir das folhas secas da
planta foram empregados desde cedo na medicina terapéutica, princi nas
aplicagOes tépicas que promoviam a cicatrizaglo de ferimentos. O uso de Digitalis na
terapéutica cardiaca foi introduzido, em 1785, pelo médico escocés William Withering e
teve bastante éxito. ™



Uma vez que a Digitalis purpurea contém wma mistura de diversos ghicosideos
cardiotdnicos e também algumas saponinas em quantidades e proporgdes que variam
com sua localizag#o e estaglio, as preparagBes digitalicas variam, consideravelmente, em
poténcia e qualidade. Além disso, & dose terapéutica ¢ 180 baixa e proxima & dose toxica
que deve-se tomar bastante cuidado para nfo ulirapassar a dosagem segura.® Como
conseqiiéncia, mais recentemente, passou-se a empregar a digitoxina isolada da Digitalis
purpurea e a digoxina isolada a partir da Digitalis lonata como cardiotdnicos.

A Digitalis purpurea é uma planta nativa das ilhas britdnicas e das 4reas
temperadas do vesie europen e Marrocos, As folhas de plantas selvagens ¢ de linhagens
selecionadas para uso farmacéutico normalmente contém, pelo menos, trinta glicosideos
(em quantidade total de 0,10 a 0,63%). Dentre os principais glicosideos desta espécies
estéio o glicosideo purpirea A (que produz a digitoxina por perda de uma molécula de
aglicar duranie a extragio) e o glicosideo purpurea B, precursor da gitoxina e da
glucogitaloxina. A digitoxina ¢ mil vezes mais ativa que as folhas pulverizadas, sendo
tapida e complelamente absorvida pelo sistema gastrintestinal causando pouca ou
nenhumma irritacio géstrica. 7V

A Digitalis lanata ¢ pativa do sul e 4rea central da Furopa, principalmente ao
longo do Rio Danubio. Os principais glicosideos desta espécie sfio os tetraglicosideos:
lanatosideo A, lapatosideo B, lanatosideo C (maior proporgdo), lanatosidec I3 e
lanatosideo E, dos quais s3o derivados, por perda de um grupo acetil, os glicosideos
purpirea A e B, desacetil-lanatosideos C e D e glucogitaloxina, respectivamente. A
remogdo de um grupo acetil e de uma molécula de glicose destes lanatosideos origina,
respectivamente, digifoxina, gitoxina, digoxina, diginatina e gitaloxina.™

Nos Estados Unidos, a D. lanate ndo ¢ utilizada na forma pulverizada, mas apenas
como uma fonte de lanatosideo C e digoxina. A digoxina foi adotada pela farmacopéia
britAnica em 1948 e ¢ trezentas vezes mais forie que a Digitalis pulverizada preparada a
partir de D. purpiirea, além de ser mais estivel e possuir agio e eliminacio mais
rapidas.V

A digitoxina, gitoxina, digoxina, diginatina e gitaloxina sdo glicosideos que
apresentam formulas estruturais bastante semelhantes, diferindo basicamente no ntimero
e posigiio de substitvicio de radicais hidroxila na porglio agliconica da molécula, com
excegdo da gitaloxina onde tern-se um radical -OCHO adicional localizado na porgio
aglicOnica da estrutura.

A figura 120 mostra as formulas estruturais dos trés compostos digitalicos

{lanatosideo C, digoxina e digitoxina) utilizados nos ensaios de cromatografia por
deslocamento.
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Figura 11.20: Formula estrutural do
lanatosideo C, da digoxina e da
digitoxina™"

L] Digit oxioa

Conforme citado anteriormente, o lanatosidec C € o precursor natural da digoxina
na Digitalis lanata. A hidrolise deste 4 digoxina ocorre em dois estagios (Figura 11.21) e
envolve a enzima digilanidase, que é um constituinte natural da folha. 7%

Durante a secagem das folhas de [ lonata, ocorre & hidrdlise parcial do
lanatosideo C & digowina. No entanto, para que haja a conversdo total de lanatosideo C 2
digoxina, ¢ necessirio que se utilize condigdes apropriadas durante o processo de
extragio.

Desacetil-lanatosideo C

-AcOH L -ghicose
oy~ digilamdase

Lanatosideo C igoxina

digilamdase OH-
-glicose -AcOH

Acelil-digoxina

t
Figura IL.21; Hidrolise de lanatosideo C 4 digoxma™
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O lanatosideo C apresenia-se na forma de cristais prisméticos e quando cristalizado
de alcool e seco em alio vécuo a 150°C, apresenta ponto de fusfo com decomposiclo a
248-250°C. E soluvel em piridina, dioxano, cloroférmio e éter de petrdleo.™

A digoxina apresenta-se na forma de um pé cristalino branco e sem odor, bastante
solivel em pindina, parcialmente soluvel em cloroférmic e etanclagua (1:1) e,
praticamente, insokirvel em 4gua e em éter. A estabilidade da digoxina é bastante alia
quando © composto ¢ mantido em frasco fechado e ao abrigo de hiz. As solugBes de
digoxina hidrolizam-se na presenca de Acido, formando digitoxigenina bis-digitoxosideo,
digitoxigenina mono-digitoxosideo e digitoxigenina. As solugBes neutras de digoxina em
etanol e propilenoglicol sfo estaveis por mais de cinco anos.®

Segundo Foss e Benezra ®, nenhuma rota de sintese para a digoxina foi descrita em
literatura, sendo o composto obtido comercialmente a partir da exiragdo etandlica de
fothas de D. lanata, seguida de purificagiio cromatoprafica.

A digitoxina apresenia-se na forma de pequenos cristais retangulares alongados, a
partir de etanol diluido, ou de um pd microcristalino branco ou levemente amarelado e
sem odor. O méximo de absorgiic no ultravicleta de uma solugic em metanol ocorre a
218 nm (& 17,4 x 107). A digiloxina ¢ solivel em éter, éter de petroleo, benzeno e élec
vegetal e praticamente insolivel ems 4gua. Um grama do composto dissolve-se em cerca
de 40 ml de cloroférmio, 60 1] de etanol e 400 m!i de acetato de etila, ™

A analise de extratos liquidos de D. purpurea contendo digitoxina e gitoxina
mostrou que a atividade das drogas diminuiu em mais de 10% do valor inicial apos
menos de trés meses a 20°C. A velocidade de decomposigiio da gitoxina foi maior que a
da digitoxina.

A digitoxigenina, um membro da familia da digitoxina, sem as 3 moléculas de
digitoxose, foi sintetizada utilizando-se metil-3B-acetoxi-148-hidroxi-3B-etinato como
matéria-prima em uma seqiéncia de sele etapas. 7%

IL.4.2 Sistemas Cromatogrdficos Empregados para Separacdoc de
Compostos Digitdlicos em Escala Analifica

Ha muito tempo a cromatografia vem sendo reconhecida como uma técnica de
grande valor na resolugfio e analise quantitativa de misturas de glicosideos com atividade
cardioténica. C método de Zaffaroni e colaboradores™ para a separaciio de misturas de
esterdides em papel de filtro impregnado com formamida ou etilenoglicol foi utilizado
por Reichstein e Schindler™ para cromatografia de glicosideos digitdlicos, Posterior-
mente, alguns autores” ** ytilizaram cromatografia em papel para determinagio quanti-
tativa de ghcosideos digitalicos por eluigiio dos compostos seguida de diferentes ensaios
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coloritnétricos. A cromatografia emx camada delgada sobre silica gel foi usada por Stahl e
Kaltenbach® para a separagfio de pequenas quantidades de misturas de glicosideos. Esta
técnica também foi empregada para analise quantitativa por remogdo das bandas resolvi-
das por eluigdo para a determinacBio colorimétrica. ®** A densitometria direts dos cro-
matograimas em camada delgada € possivel, mas, em geral, a complexidade dos extratos
digitdlicos faz com que a dosagem dos compostos individuais seja dificil e imprecisa.
Evans e colaboradores®™ simplificaram a mistura presente nos extratos de Digifalis pur-
purea por hidrolise dos glicosideos aos derivados aglicénicos, que foram dosados por
densitometna dos cromatogramas emn camada delgada. A precisio do método foi amplia-
da por adigfio de um padrifo internc. No entanto, a desvantagern de métodos que empre-
gam a hidrolise de glicosideos ¢ a possibilidade de formagfo de subprodutos.7

Stoli e colaboradores™ utilizaram as diferengas de polaridades dos compostos
digitalicos para separd-los em colunas de silica gel. As colunas cromatograficas também
foram usadas para o enriquecimento de exiratos digitalicos antes de suas analises por
cromatografia em papel®™ ou em camada delgada. ®

A cromaiografia gasosa também foi empregada da separagio de glicosideos
cardiotdnicos™™, mas esta técmica envolve preparagio prévia de derivados
trimetilsilanos, tendo a desvantagem adicional de que a elevadas temperaturas pode
haver decomposicio dos compostos. Desta formna, a técnica de cromatografia gasosa ¢
pouco aplicada na separagio de {ais misturas.

O advento da cromatografia liquida de alta eficiéncia introduzin uma técnica
importante para a resolugio de misturas complexas de compostos polares.™ Evans®?
discutiu algumas das dificuldades envolvidas na separagio de compostos digitalicos por
cromatografia de troca idnica, incluindo a ampla gama de polaridades dos glicosideos e
subprodutos, além do croméforo relativamente fraco localizado na porglio esteroidal da
mislécula, com absorgho méaxima a 220 mm. Lindner ¢ Prei® propuseram colunas de
silica gel com uso de solvenies com baixa absor¢iio a 220 nm. Uma modificagio
simultinea da téenica de defecgfio e das propriedades cromatograficas foi obtida através
do uso de reag8es de benzollagio nos grupos hidroxila ndo-aromaticos de esterdides e
glicosideos.®” Lotscher e colaboradores® descreveram o uso de fases polares
quimicamente ligadas e fases reversas nio-polares para a separagio de certos glicosideos
cardiotdnicos e aglicones. A utilidade da adaptagiio de sistemas de fase reversa para a
determina¢do quantitativa de baixos niveis de digoxina, digitoxina e seus metabolitos foi
relatada por Castle ©”

Tratar-se-4 aqui, detalhadamente, apenas dos sistemas de cromatografia liguida
utilizados para a separagio de glicosideos digitalicos em escala analitica, sem a
preocupagfo de descrigio dos sisternas de cromatografia em papel, camada delgada ou
gasosa. Deve-se, ainda, ressaliar que esta nfio € uma revisio exaustiva da literatura, mas
apenas um levantamento visando defectar as fases mais empregadas na separacfio dos
composios em questio.
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A tabela I1.1 mosira varios exemplos de sistemas de cromatografia liguida de alta
eficiéncia empregados na andlise de misturas de compostos digitdlicos. Alguns destes
sisternas s¥o descritos maiy detalhadamente a seguir, com exemplos dos cromatogramas
obiidos.

Tabela I1.1: Sistemas cromatograficos para a separaglio analftica de compostos

digitalicos.
Anilise
Digoxina 160 150% 3 8% CH, OH em CH,CI, 20 | UV230am | Quanti- 9
Sum satwrado com dgus - tativa
It CEUONHEO o 1.4 Andlise
Digring Wocleosil C18 | 30023,% 40% dz mistura Y22 om {onanti- 4
1.1 CH.ON/dion sobrs dgus i3 tative
#-BratOH/CH, ON/hep/TLO 13
£230:100:700:30) ou
+-EtOH/CH, CRinhap/FL,0 2.2
(220:70:800:10) ou - Andlise
Digeserina Linhrosert 250x3 {20493:712104) on 1 225 Qusanti- Se
8180 - PeatOR/CH,CNfisooct/H,0 13 tativa 94
(270:93:660:9. N o
{235:100:700:10) cu 14
{170:80:620:10) ou i3
{175:60:620:6) -
Box sepa-
ragho de 5
compo-
Componentes da Silica gl 250=x4 ciclo-bex/CH,CH,OH/ 20 UW234am | nentesda 72
Digitalis Ianata 10 um CHL,CO0H (60:90:1) sodsturs
cflonge
teropo de
anklise
Bos sepa-
Glicosideos da Trocador ragiode 5
série A (lant. A, | catibnico forte - 4% de dlcoo! amilico em dgua - wv cormpo- o1
digitoroma, efc.} {8C3%) nm da
mistura
Boa sepa-
Glicosisecs raclode 7
digitdlioos Silica porosa - CHCLCHOR - UV 220 nm conpro- 52
nentes da
mistira
Boa sepa-
Digosina, jiBondapal gradiente linear mciode §
digitonina & seus Cig 300x%4 de 25 a 40% 22 UV 220 nm sompo- 95
metabolitos CH,CNAO nentes da
migtura
Digoxina, Versapak C18 Anidlise
gitoxigening ¢ 10um 250x 4.6 CH,CHNMA,D (37:63) 1,7 . Quanerti- 96
it tative
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Glicosideos da Lichrosorh 8% CH,08 em CH,CI o de 4
série C flant. O, 5160 i50=3 saturado com agua 20 UV 220 e O &7
digomina, etc.} 5um nentes da
rmisha
Bos sepa-
Ghoonideos Hucteos) CI8 racho de 7
Sigithlicos 10um 3005 3,5 37% CH,CN/H,0 1.4 UV2Xmm | compo- o7
nerftes da
ristira
Boa sepa-
{Flicosideos série | Nucleosil CI8 racdic de 4
C (lant. C, 10 pm 300%3,5 | 40% (CH,CN/diox 1.1Y/H,0 13 UV230nm | compo- $7
digomina, etc.) nentes da
smistea
11 Glicosidecs Boz sepa-
digitalicos & seus Merchoorh hex/CEL,CL/CHCH ragio de
derrvatizados SI60 1503 {10330 1.5 UV 254 nm 12 com- o8
aglichnicos com 4 5ym potientss
NBC &2 tistura
Separacio
Digomina, & determi.
digitoma—na, MCH 10 - CHL,ON/CH,OHMA,O (1:2:1) - VV2206mm | nagliode & oo
gitoxinag ¢ de- COTPO-
sacetillanatosiden nentes da
s usturs
1% de tsano- Andlige
Dhgoxina, etilsiticone 1000 x CH,OB/H,0 (2,5%7,5) 0.5 uv Quanti- 100
dipitoxing {ANH) em 2.1 tativa
Zipax
Octadeci]-
silanc quirei-

o camnente liga- Anilise 101
Digoxina, o  stio 300x39 LOICHCH UV2i8am | Quant-
digitoxina orosa o : (55452 37.13) 1.0 .

ICTo-
particulas de
cerfnuca
510 pm
] - Separacio
Misture de .
xina, dzgnto‘::‘i:, CH;OHM.Ocu & getermi-
emive outeos RP-C18 - CH,OWE,O/CH,CN - UV230nm | nagiodes | 102
ghoosidecs compo-
nentes
Lanatosideos &, | Zorbax C8 o CH,OHH,0 Anélise

B.Ce Zorbax C18 - (5535, - UV2am ) Quand- | 103

digiton . txtiva

onde: nButOH = p-butanol, nhep = n-heptano, t-ButOH = terc-butanol, nPentOH = n-
pentanol, 1sooct = iso-octano, 4 NBC] = cloreto de 4-mtrobenzoila, hex = hexano,
npropOH = n-propanol, diox = dioxano

A figura 11.22 mostra o cromatograma da separagiio de glicosideos secundarios em
fase reversa, empregando-se uma mistura de 37% de acetonitrila em agua como fase
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mével. Observa-se uma boa separagfio entre os compostos da mistura, apesar do longo
tempo de andlise.

_/ . U

% 1

Figora 11.22: Separagio de ghcosideos secundérios. Coluna: fase reversa C,g 10pm (300
¥ 3,5 mm), fase mével: 37% CH,CN/H,0, 1,4 mi/min (P = 100 bar),
injegfio de 25 pl de amostra ¢ detecglio UV 220 nm. Identidade dos picos: 1
= desacetil-lanatosideo C, 2 = diginatina, 3 = digoxina, 4 = gitoxigenina, 5
= gitoxina, & = gitaloxina, 7 = digitoxina.®?

A separagiio de digoxina, digitoxina e seus metabolitos obtida por Castle® em fase
reversa com gradiente linear de 25 a 40% de acetonitrila em 4gua é ilustrada pa figura
11.23.

2

Figura I1.23: Separagfio de digoxina,
digitoxina e seus metabolitos por eluigdo
em gradiente. Coluna pBondapak C,g,
8 3 deteccBo: UV 220 om, ifemperatura:
s 25°C, amostra: 10 nmoles de cada com-
7 5 ponente injetados em 75 pl de etanol,
s 8 fase movel: gradiente linear de 25 a 40%
i de acetoniirila em dgua a 5%/min e 2,2
ml/mm. Identidade dos picos: 1 = pico do
. ‘: : solvente, 2 = digoxigenina, 3 = mono-
h | digitoxosideo de digoxigenina, 4 = bis-
# digitoxosideo de digoxigenina, 5 = digo-
_ xina, 6 = digitoxigenina, 7 = monodigi-
; toxosideo de digitoxigenina, 8 = bisdigi-
toxosideo de digitoxigenina, 9 = digitoxi-
na®?




A separagiio de irés derivados 4-nitrobenzdicos de cada uma das séries A, B, C, D
e E de glicosideos sobre sflica ¢ ilustrada na figura 11.24. A grande vaniagem deste
método ¢ sua alta sensibilidade, obtendo-se limites de detecdo sfio da ordem de 20
ng/m}.«@

s
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Figura 11.24: Separac8o de trés derivados 4-nitrobenzéicos de cada uma das sénies A, B,
C, D e E de glicosideos digitalicos. Coluna: SI-60 5 pum (150 x 3 mm), fase
mével: n-hexano-cloroférmio-acetonitrila (30:10:9), 1,5 ml/min, detecgdo:
UV 254 nm, injeg8o de 20 pl de amostra em cloroformio. Identidade dos
picos: 1 = gitoxigenina, 2 = digitoxigenina, 3 = diginatigenina, 4
digoxigenina, 5 = gitaloxigenina, 6 = gitoxina, 7 = digiftoxina, 8
diginatina, 9 = digoxina, 10 = gitaloxina, 11 = lanatosideo B, 12

lanatosideo A, 13 = lanatosideo D, 14 = lanatosideo C, 15 = lanatosideo
E®®

oo

As figuras I1.25 e I1.26 mostram a separagfio de glicosideos secundarios
empregando-se colunas de silica gel.
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Figura 11.25: Separacio de glicosideos secundérios de Digitalis. Coluna: Lichrosorb SI-
60 10um (250 x 3 mmy), fase movel: n-pentanol/acetonitrila/iscoctanc/agua
{175:60:620:10) 1,3 ml/min, detecglio: UV 220 nm, volume de amosira: 5
pl. Identidade dos picos: 1| = digitoxigenina, 2 = gitoxigenina, 3 =
digoxigenina, 4 = digitoxina, 5 = gitoxina, 6 = digoxina, 7 = diginatina.

0 4 8 17 16 20 24 28 32
Time/min
Figura I1.26: Cromatograma de glicosideos secundarios de D. lanata. Coluna: silica gel
10 pm, fase moével: ciclohexano/etanol absoluto/dcido acético glacial
(60:90:1) 2,0 ml/min, detecgdio: UV 234 nm. Identidade dos picos: 1 =
digitoxina, 2 = gitaloxina, 3 = gitoxina, 4 = digoxina, 5 = diginatina.
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De acordo com o que foi exposio, pode-se observar que as fases estacionarias mais
ernpregadas para a separaglo de glicosideos digitalicos s#o silica e octadecilsilano, sendo
que no caso desta Gltima, usa-se geralmente misturas acefonitrila/dgua como fase movel.
Em um estudo comparative das separagfies desies compostos em fase normal e reversa,
Erni e Frei® concluiram que cromatografia por adsorgiio e em fase reversa apresentam
fungBes complementares devido ao amplo espectro de polaridade dos compostos
envolvidos. Como a revessibilidade das ordens de separacio ¢ observada, pode-se, na
maioria dos casos, escolher 0 mode mais adequado para a separagic em gquestéio,
minimizando-se o tempo de separagfio & aumentando-se a resolugiio. Escolbendo-se o
modo apropriado, as separaglies podem ser realizadas de maneire isccritica e &
temperatura ambiente, com sisternas cromatograficos de facil operaco. Os sistemas em
fase reversa parecem ser vantzjosos com relagdo 4 preparago de amostras para dosagem
de farmacos. A sensibilidade ligeiramente superior destes ultimos sistemas pode ser
importante quando da analise de subprodutos ou de farmacos com baixa dosagem. ©”

11.4.3 Sistemas Utilizados para a Separacdo de Compestos Digitd-
licos em Escala Preparativa

Uma revisfio bibliogrifica completa dos méfodos empregados na extragfio e
purificagio dos compostos digitalicos com aplicagdes farmacologicas seria dificil, pois
os métodos variam bastante dependendo se deseja-se extrair apenas um composic puro,
un composto ennquecido ou 0s varios compostos presentes em uma forma purificada. O
escopo, portanio, € apenas ilustrar, através de exemplos, a complexidade e o alto custo
envolvidos na extragfio e purificaciio destes compostos a partir de espécies de Digitalis,
mostrando assim a imaportdneia do estudo de métodos alternativos.

A obtenglio de compostos digitalicos a partir das diversas espécies de Digitalis
(lanata, purpurea, etc.) ¢ normalmente feita em duas etapas: extragfio e purificagdo,
empregando-se as folhas secas da planta em questdio. A exiraglio ¢ realizada utilizando-se
solventes orginicos, tais como metanol, acetato de etila, efanol, diclorometano ou
misturas destes. Quando deseja-se a preparagdo de glicosideos secundérios (produtos de
hidrolise de lanatosideos, como por exemplo digoxina e digitoxina), as folhas secas sio
submetidas a auto-fermentagio e/ou hidrolise alealina em solugBes aquosas, antes da
exiragio. A purificagfio de um ou mais compostos presentes no extrato pode ser feita por
extragfo liquido-lquido, seguida de cristalizagfo, cromatografia Hquida classica ou
cromatografia liquida a pressdes moderadas.

A seguir, serfio descrifos sumnariamenie alguns processos para a oblencgiio de
compostos digitalicos, utilizando-se Digitalis lanata e Digitalis purpurea. Outros
processos encontram-se descritos na literatura % 2110

No processo patenteado por Mohan Dhar e colaboradores em 19577, as folhas de

D.lanata sfo percoladas com efanol, o extraio etantlico é destilado a um volume
reduzido ¢ extraido com benzeno para a remogdo de clorofila e composios correlatos. Os
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lanatos de glicosideos podem entfio ser tratados com a enzima digilanidase numa mistura
etanol/dgua (1:4) por 48 h a 37°C para a hidrolise de uma molécula de glicose.
Posteriormente, a mistura ¢ fratada com hidréxido de bario para que haja a hidrolise do
grupo acetil e a precipitago de tanato de bario. O extrato em etanol aquoso é evaporado
a secura e o residuo, solubilizado em cloroférmio, é cromatografado alumina,
utilizando-se cloroférmio como solvente inicial, cuja polaridade é aumentada por adigfo
de quantidades crescentes de etanol. A digitoxina é obtida nos eluatos de cloroférmio
absoluto, a gitoxina em cloroférmio/etanol (90:10) e a digoxina em cloroférmio/etanol
(85:15). Quantidades minimas de lanatosideos e derivados acetilados também sdo
obtidas. Algumas modificagBes deste método sfio explicitadas™ para a obtengiio de
lanatosideos ou derivados acetilados ao invés de digoxina, digitoxina e gitoxina.

Uma patente francesa de 1966"'> descreve a obtengio de uma mistura enriquecida
de lanatosideo (cerca de 29% em lanatosideos) por extragio das folhas de D.lanata com
etanol 70%, seguida de destilagdo parcial do etanol, exiragdo da digoxina com
cloroférmio, extragiio com acetato de etila apos adigio de sulfato de aménio, destilago
do acetato, solubilizacdo metanol, filiraclio e, finalmente, destilacio do metanol,
deixando um residuo seco contendo lanatosideos hidrofilicos.

Makarevich e colaboradores"™ descreveram um processo para obiengfio de
digitoxina a partir de D.purpurea. Inicialmente, as folhas so submetidas 4 auto-
fermentagfo aquosa, seguida da extragdio da digitoxina em diclorometano/etanol 93:7. O
extrato ¢ lavado com uma mistura benzeno/dimetilformamida para remogo de clorofila e
alcatrio, sendo a digitoxina extraida com benzeno/cloroférmio 3:2. O solvente é destilado
e o residuo, redissolvido em cloroférmio, ¢ purificado em cohma de alumina. Apds
destilagéio do cloroférmio e cristalizago do residuo em benzeno, obtém-se a digitoxina.

Kithne e colaboradores”'¥ patentearam um processo no qual as folhas fermentadas
de D.lanata sfo extraidas com etanol, o solvente é destilado parcialmente, sendo o
residuo adsorvido sobre p6 de poliacrilonitrila, que é seco posteriormente. O residuo é
extraido com metanol, o solvente ¢ destilado e o residuo é redissolvido em cloroférmio.
O extrato cloroférmico ¢ lavado com agua, seco e destilado, sendo o novo residuo
recrisializado de uma mistura etanol/4gua. Obiém-se uma mistura contendo digoxina,
digitoxina, gitoxina e diginatina. Uma modificac#o deste processo que emprega folhas
ndo fermentadas leva 4 obten¢do de uma mistura de lanatosideos A, B, C,DeE.

No processo patenteado por Langlume, a digoxina é obtida pela extracio
metanolica de folhas de D.lanata, seguida de extragfio com cloroférmio, concentragéio do
extrato e cromatografia sobre alumina, vtilizando-se uma mistura cloroférmio/metanol
90:10 como eluente. O solvente do eluato é evaporado e o residuo é tratado com acetato
de etila a refluxo e, entio, resfriado. Adiciona-se dgua e deixa-se em repouso por uma
hora. Em seguida, ¢ feita a adigfio de cloroformio, a filtragho e a destilagio do solvente.
O residuo ¢ novamente cromatografado sobre alumina, utilizando-se cloroférmio/metancl
95:5, segmido de cloroférmio/metanol 90:10 e cloroférmio/etanol 50:50 como eluentes.
Os eluatos sfio concentrados, tratados novamente com acetato de etila sob refhmo, o
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solvente é evaporado e o residuo € tratado com cloroférmio sob refluxo. Apos a adigfio de
etanol tém-se a cristalizagfio da digoxina que é, finalmente, filtrada.

Mais recentemente, Sledzinska™® propds um processo de separago de
lanatosideos A, B e C por cromatografia liquida a pressdes moderadas. As misturas de
lanatosideos foram obtidas por pré-concentraglio e purificagdo parcial de extratos
metanolicos de D.lanata. A unidade cromatografica preparativa era composta por uma
coluna de 50 cm x 10 cm 1.D. de ago inoxidével recheada com silica gel 8i 60 (E. Merck)
dp = 40-63 pm, duas bombas (P, = 40 atm), uma para bombeamento de fase movel e
outra para amostra, acopladas a um sistema automatico de amostragem, um coletor de
fragdes e um detector UV-visivel. A fase mével empregada foi uma mistura
diclorometano/metanol/dgua e fez-se um estudo da importincia da proporgio de agua na
separagio da mistura. Segundo a autora, as vantagens de tal sistema sfo: a possibilidade
de separagfio de grande quantidade de material, 10” p/g de silica, a facilidade de ajuste
da forga da fase moéwvel, a volatilidade, baixa viscosidade e seletividade da fase mével, a
facil regenerago e longa vida da coluna e a economicidade do processo.

Concluindo-se, pode-se dizer que os métodos mais classicos de obtengdo de
glicosideos digitdlicos consistem na extraglo alcodlica das folhas, seguida de
purificagBes prévias por extragdes liquido-liquido e separagfio por cromatografia liquida
classica, utilizando-se, em geral, alumina como fase estaciondria. Os componentes
obtidos nos eluatos s3o, entdio, cristalizados em solvente apropriado.

Cabe, ainda, mencionar que o alto custo associado 4 digoxina e & digitoxina no
mercado internacional é, em grande parte, devido 4 proporgio relativamente baixa em
que estes aparecem na D.lanata e D purpurea, respectivamente, e ao alto custo dos
processos utilizados para extragdio e purificagfio destes compostos.




PARTE IIl: PARTE EXPERIMENTAL



I11.1 Materiais

I77. 1.1 Reapentes
Os compostos digitalicos: digoxina, digitoxina e lanatosideo C foram fornecedidos

pela Sigina. Cicloexanol, hexanol e oclanol foram obtidos da Aldrich. Metanol, etanol, 2-

propanol, butancl, acefonifrila, acetato de etila, n-hexano e cloroférmio foram fornecidos
pela Allied Fisher.

I 1.2 Colunas

» Testes de eluiglo (colunas comerciais);

Formnecedor
Octilsilano - Ultrasphere TM Octyl 5 pm (250 x 4,6 mm) Beckman
Octadecilsilanc - Zorbax ODS 5 pm (250 % 4,6 mm) DuPont
Octadecilsilano - Nova Pack C18 4 um (300 x 3,9 mm) Waters
Silica - Resolv 5 pm (150x%3,9 mm)} Waters
Silica ligada a grupo amino - Zorbax NH, (100 x 3,9 mm) DuPont
Silica ligada a grupo fenil - yBondpak Phenyl (150 % 3,9 mm) Waters
Silica higada a grupo ciano - Zorbax CN (250 x 4,6 mm) DuPont

+ Ensaios de deslocamento e medig#o de isotermas: a fase estacionaria utilizada foi
Zorbax ODS 5pm (DuPont). As colunas em ago inoxidavel (250 x 4,6 mm) foram
recheadas em laboratorio, utilizando-se a técnica de suspensio (solvente de suspensio: 2-
propanol, solvente de propulsio: 2-propanol, solvente de condicionamento: metanol/agua
1:1) a uma pressdo de 8500 psi.

+ Analise: as colunas utilizadas para as analises quantitativas foram: Zorbax ODS
5 pm (250 % 4,6 mm; DuPont) e Novo Pack C18 4 pm (300 x 3,9 mm; Waters).

I 2 Equipamenitos

HL2.1 Cromatografia por eluicdo (teste de eluicdo e andlise das
fracdes)

O equipamento consistia de um reservatério de solvente ligade 4 bomba LKB
modelo 2150, a qual se encontrava conectada a um injetor Rheodyne modelo 7125 com
amostrador de 20 pl. O efluente da coluna foi monitorado por vm detector ulira-
violela/visivel (ABI - Analytical Kratos Division, modelo 757) a 240 nm, o gual
encontrava-se conectado a um integrador Shimadzu modelo C-R3A. Para 2 analise de
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octanol, butanol, cicloexanol e hexanol, wtilizou-se detector de indice de refragiio Knaver
conectado a um registrador Inseis modelo L6512,

O equipamento utilizado nestes ensaios encontra-se esquematizado na figura IIL1

_ ,,w/ injetor
apiicscic
P 48 ABOATTE
[reserveorio
G& socLvente
saluns
Pm?g: de
Eradiente
eémars de
mistura
Jm Aatector ragistrador

LEORALOETUME

Figura1iL.1: Esquema da aparelhagem utilizada nos testes de cromatografia por
eluigio (116

HI. 2.2 Cromatografia por Deslocamento

O equipamento utilizado era basicamente o mesmo usado nos testes de eluicfio e
anélise, possuindo apenas algumas alteragBes, a saber: troca do injetor por um outro com
amostrador de 2,0 cu 5,0 mi; utilizagfo de 1 ou 2 colunas ligadas em série; uso de um
banho de 4gua recirculante para controle da temperatura das colunas, quando trabalhava-
se a altas temperaturas, e utilizagfio de um coletor de fragBes apds o detector ultra-
vicleta/visivel, o qual se encontrava conectado a um registrador Inseis modelo 16512.

Um esquema da aparelhagern utilizada encontra-se representado na figura 1.2,
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Figura II1.2: Esqnzex%%da aparelhagem utilizada nos testes de cromatografia por desloca-
mento.

I 2.3 Medicdlo de Isotermas

= No método do tempo de retencgio, 0 equipamento ere exatamante o mesmo

utilizado em cromatografia por ehiigfo.
= No método de anélise frontal as tnicas modificagBes em relagfo ao equipamento

usado em cromatografia por eluigio foram a substituiclio do amostrador (5 a 20 ml),
quando necesséria, e o uso do registrador ao invés do integrador.

Na medigfio das isotermas por ambos os métodos a temperatura da coluna foi
mantida a 25°C através do uso de um banho de agua recirculante,



IIL. 3 Procedimentos

FI1.3.1 Testes de Limite de Solubilidade

Pesou-se cerca de 0,0010 g (+ 0,00005 g) do produtc em balanga analitica,
filizando-se fubos de centrifugac8o e adicionou-se o solvente em incrementos de 10 a
100 ul através do uso de pipeta "Ependorf” de 100 ul. Apés cada adiglio de solvente, 2
mistura era homogeneizada por 10 minutos em agitador & o limite de solubilidade ers
obtido quando, através da observagfio a olho nu, nfo era mais detectada a presenca de
solido. Nos testes a temperaturas elevadas o tubo era mantido em banho termostatizado

por 10 minuios sob agitaglio mamal, apds a agilaglo padronizada em agitador.

FI1.3.2 Testes de Eluico

Utilizou-se solugbes padides de digoxina, digifoxina e lamatosideo C com
concentracBes na faixa de 50 a 125 pg/mi no eluente testado. Preparou-se também um
mistura padriic contendo os 3 componentes na mesma faixa de concentragio anterior. O
tempo de retengio dos componentes no sistema testado era medido em duplicata,
utilizando-se o detector UV/visivel a 240 nm. Na maioria dos casos, a vazfio da fase
movel usada foi de | ml/min. Para os testes de escolba do agente de deslocamento
utilizou-se detector de indice de refragfo, sendo que a concentracio do produic testado
variou de acordo com sua solubilidade na fase mével selecionada e com a sensibilidade
do detector ao referido componente.

IT1.3.3 Medicdo de Isotermas

A medida das isotermas de adsorgio dos componentes foi feita por dois métodos: o
do fempo de retencZo™ e o de anslise frontal

No método do tempo de rentencio (pg. 39), os parfimetros a ¢ b da isoterma de
Langmuir Cg = {a C)(1 + b C,p)] foram obtidos através da medigio dos tempos de
retengfo do composto em uma injec#o em escala analifica e em uma injegio em grande
escala (com concentragfo conhecida), da medida da eficiéncia da coluna com relagfio ao

composto analisado e da medigiio do tempo de retengio da fase movel.

A coluna usada foi Zorbax ODS 5 pm (250 x 4,6 mm) e a fase mével foi uma
mistura metanol/agua (80:20 v/v) a uma vazio de 1,0 mi/min. Os composios analisados e
suas respectivas concentragdes encontram-se na tabela I11.1.
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Tabela II1.1: ConcentracBes wlilizadas pama a mediclio de isolermas pelo método do
temnipo de refenglo

lanatosidec C 39 pg/ml e 3,9 mg/ml

digoxina 39 pg/ml e 3,9 mg/ml
digitoxina 41 pg/ml e 4,1 mg/ml
octanol 3,3 e $00 mg/ml
butanol 10 ¢ 500 mg/mi

Para a detecglio de lanatosideo C, digoxina e digitoxina, utilizou-se detector
UVAisivel a 240 mm, enquanto que para o octanol, butanol e a fase mdvel, usou-se
detector de indice de refragfio. O tempo de retenglio de cada uma destas solugBes foi
analisado em duplicada ou friplicata.

Para & mediclo da eficiéncia da coluna em relagio ao composto utilizado, usou-se
a imjeg#io em concenfragio mais baixa do referido composio e o procedimento descrito
para a avaliacfo da eficiéncia da coluna apés sua regeneracio (item I11.3.8).

No méiode de andlise frontal, relaciona-se a velocidade de uma frente de
concentragfic formada pelo aumento discreto de concentracdo do soluto ao valor da
isoterma de adsorglio desse, a concentragles elevadas. Desta forma, cada mudanga
discreta de concentragio do soluto origina um ponto de sua isoterma

A coluna utilizada nestas medigdes foi Zorbax ODS 5 pm (250 x 4,6 mm) e a fase
mével fol uma mistura mefanol/dgua na proporgio 80:20 ou 65:35 (v/v).

Para a obtencgio das isotermas pelo método de anglise frontal foram feilas medidas
de, pelo menos, quatro pontos cujas concentrages, no solvente usado como fase mével,
encontram-se na tabela I11.2.

Tabela HI.2: ConcentracBes utilizadas para a medicSio de isotermas pelo método de

anslise frontal
fanatosideo C 0,5, 1,0;2,06;3,0; 40 025,05, 1,0 1,5; 1,8
digoxina 0.5; 1,0, 2.0, 3,0, 4.0 0.5 1.0, 1.5, 2,0
digitoxina 1,6, 2,0;3,0; 5,0, 6,5 0.5; 1,0; 1,5, 2,0, 2,5
octanol 3.5, 7,0, 14,7, 20,0, 25,0, 30,0 3.,5; 10,0; 15.0; 20,0; 25,0, 300
butanol - 3,5; 10,0; 15,0, 20,0; 25,0, 30,0
cicloexanot - 3,5; 10,0; 20,0; 30,0; 40,0
hexano! - 3.5, 10,0; 11,25; 20,0; 25,0; 30.0
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Para a medigio das isotermas de octanol, butapol, cicloexanol e hexanol, apds
equilibrio da coluna com a fase mével, as solugBes eram bombeadas diretamente para a
coluna, & uma vazio de 0,35 mi/min até que se obtivesse uma linha de base estavel.
Neste ponto, interrompia-se ¢ funcionamento da bomba, trocando-se o reservatdrio de
solvenie por um outro contendo o solute com concentrac#o mais elevada. Iniciava-se
povarsente o bombeamenfo da solugio até que, apés a obtenglio do pulso de
cmcenimgﬁo se tivesse uma nova linha de base estével. Este procedimento foi repetido

bombeamento da soluglio de mais alte concentragio. Apds a mediclo da isoterma
decadacom;mw & coluna era regenerads com metanol e sus eficiéncia era checada
antes da mediglio da isoterma seguinte. Com exceglio da isoterma do octanol, que foi
medida em duplicada com metancl 80% para checagem de reprodutibilidade do método,
as demais isotermas foram medidas apenas vns vez.

Na medigic das isotermas de lanatosideo C, digoxina e digitoxina, ao invés de
bombear-se a solugfio diretamente pars a coluna, usou-se um amostrador de tamanho
apropriado (5 a 20 ml} e quando necessario, deshgava—&e e bomba para recargs do
amostrador. Nestas medidas, a vaz$o da fase mével variou de 0,23 2 0.5 ml/min ¢ a
deteccio foi feita umhzandouse detector ultravioleta & 265 nm, ac invés da deteccic por
indice de refragfo utilizada nas demnais medigBes.

Durante as medidas das isotermas, ioda vez que a bomba era desligada, o
registrador era deshgada simultaneamente para que se obtivesse uma medida do volume
de retengfio da frente mais exata possivel.

111.3.4 Curvas de Calibracido

Utilizou-se a coluna Zorbax ODS 5 pm (250x4,6 mm) e uma mistura metanol/4gua
(80:20 v/~) como fase mével para digoxina, digitoxina e octanol e a mistura
metanol/agua (65:35 v/v) para o lanatosideo C e o hexanol. A fase movel foi utilizada a
uma vazio de 1,0 m/min

Parz a digoxina, digitoxina e o lanatosideo C, preparou-se uma solugio padriio de
1,0 mg/ml, fazendo-se diluigdes a 400,0, 200,0, 100,0, 50,0; 250 ¢ 12,5 pg/ml. A
medida da 4rea sob o pico destas solupﬁes foi feita através da média de trés injegdes
consecutivas com detecgdio por ultravioleta a 240 nm. As curvas de calibragio do octanol
e hexanol foram medidas utilizando-se solugdes nas seguintes concentragBes: 6,00; 3,00,
2,00; 1,00; 060e030mg/mlpamﬁoctanole60(} 4.00; 2,00, IOOeOSOmg/mlparao
hexanol as quais foram injetadas em friplicata e detectadas por detector de indice de

refragdo.

A medida do limite de detecgfio, em cada caso, foi feita utilizando-se solugBes cada
vezma;sdthﬂdasatéqueseobhvesselmamdewrcadeduasmovﬂmdonndo
de fundo.
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211.3.5 Cromatografia por deslocamenio

Estes experimentos foram realizados ufilizando-se 1 ou 2 colmas de
octadecilsilano (Zorbax ODS - 5um - 250 x 4,6 mm) ligadas em séric e misturas
metanocl/agua nas proporgBes B0:20 ou 65:35 v/v como fase mdvel, a uma vaziio de 0,2
mi/min. A mistura digoxina/digitoxina/ lanatosideo C era preperada na fase mével, puma
faixa de concentrag8o de 0,3 a 3,2 mg/ml, e filtrada antes de sua utilizaclio. A solugdo do
agente de deslocamento também foi preparada na fase moével com concentragBes
variando enfre 13,6 ¢ 74,4 mg/ml. Inicialmente, a coluns era equilibrada com a fase
movel na temperatura do experimento. Atingido o equilibrio, a vaziio de fase mével esa
inferrompida e preenchia-se o volume de tubulagio até a entrada do injefor com sohglio
do agente de deslocamento. A misturs era entfio injetads, sendo simultaneamente
iniciada a vazio de agente de deslocamenio. A coleta de fracBes era feita em volumes
maiores até que se observasse o inicio da coleta de fragdes dos componentes da mistura,
indicada pelo aumento do sinal do detector ultravioleta a 255 nm, quando eram cole
fragBes de 200 pl As fragBes e a misfura eram, posteriormente, analisadas
guantitativamenie por CLAE.

IIL.3.6 Andlise das Fracdes

As colunas usadas pars andlise foram Zorbax ODS 5 pm (250 x 4,6 mm) ou Nove
Pack C18 4 pm (300 x 3,9 mm) Para a anilise das fragBbes contendo
digoxina/lanatosideo C e/ou hexanol usava-se como fase mével a mistura metanol/agua
(65:35 v/v) e, para a apndlise das fragBes contendo digoxina/digitoxina e/ou octanol,
utilizava-se metanol/agua (80:20 v/v). O deiector de ultravioleta a 240 nm usado para o8
compostos digitalicos era substituido pelo de indice de refragéio para analise de octanol e
hexanol. As fracdes eram diluidas a 10, 50 ou 100 vezes, de acordo com suas
concentracdes, e injetadas contra padrdes de concentrago na faixa de 25 a 30 ug/mi, que
eram injetados em iriplicata no decorrer da analise. A concentragio dos componentes na
mistura inicial também era analisada. A analise das fragBes contendo o deslocador eram
feitas com diluiglio a 5 ou 10 vezes, ou ainda, sem diluigio alguma, contra solugo
padrio de octanol ou hexanol em concentrago proxima 4 das amostras dituidas.

II1.3.7 Regeneracdo da Coluna

A coluna utilizada no experimento de deslocamento ou medigsio de isoterma era
regenerada com metanol a uma vaz8o de 1,0 ml/min por 1 a 2 horas. Apods regeneragéio,
sua eficiéncia era verificada.

I11.3.8 Avaliacdo da Eficiéncia da Coluna

A eficiéncia da coluna foi avaliada através da medida de pratos tedricos feita com
solugio padric de digitoxina 400 pg/ml injetada em triplicata, nas mesmas condigdes de



analise deste componente. O caleulo do nimero de pratos tebricos ers feita através da
equacioc MLl

n=5545(z/whY e wh=09394 A/t Ly

onde:

n = nimero de pratos fedricos em uma cohuna de 25 cm
ta = ternpo de retenclo da digitoxina

wh = largura do pico & meia altura

A = area do pico

ht = altuma do pico

Para fins comparativos, a eficiéneia inicial das colunas Zorbax ODS e Nova Pack
C18 também foi medida usando-se digitoxina 35 pg/ml.
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PARTE IV: RESULTADOS E DISCUSSAO



IV.I Jeleclo do Sistema Cromalogrifico

AV.1.1 Testes de Limite de Solubilidade

Como a técnica de cmmatogmﬁaporéesioc&mm envolve a wtilizaclo de condicles

onde & cailma encontra-se sobrecarregada, na seleglio do sistema cromatografico empregado

importincia que se considere a solubilidade dos compostos na fase mével, além

dos cn'éénos usuais de seletividade e eficiéneia. Desta forma, foram realizados ensaios gue
objetivavam detectar os melhores sclventes pars os composios digitalicos selecionados.

Uma vez que esies testes nfo foram realizados em duplicata, ¢ a observacio da
solubilizaglio a olho n\i ¢ muitas vezes dibia, os resuliados obtidos nfio s8o rigorosamente
exatos. No entanto, como © escopo destes testes era apenas a comparaglio da solubilidade
nos diversos solvenies empregados para as separagOes analiticas destes compostos, os dados
obtidos s¥o suficientes.

Os muitad@s dos testes de limite de solubilidade nos diversos solventes empregados
enconiram-se relacionados pa fabela IV.1. Conforme pode ser observado, a maioria dos
ensaios sée foi feits para a digitoxina devido & disponibilidade de pouca quantidade de
digoxina e lanatosideo C,

Tabela IV 1: Limite de solubilidade

CH;0H/H,0 (80:20 viv) 4,0 mg/ml 7,0 mg/m! 6,0 mg/ml
CH;OH/H,0 (72:28) 2,8 mg/ml -
f25°C - 2,4 mg/ml -
CH3OHH0 (65:35)4
CH3OH/H,0 (§5:45) - 1,0 mg/oal :
CH3CH,0H - 17,0 mg/ml -
CH3CH,0H/H,0 (80:20 vAv) - 14,0 mg/rml
CH;CH,O0H/H,0 (70:30) - 12,0 mg/mi -
CH3CH,OH/HoO (60:40) . 3.0 mg/m} .
CH;CH,0H/H;0 (50:50) . gj mg/ml -
CH o et |
acetato de etila/n-hexano (50:50) - menos de 1,0 mg/ml -
CH,Cl . 7,0 mg/ml -

Os resultados obtidos demonstram que o efanol e o metanol s8o os methores solventes
para digitoxina e que a mistura de Agua nestes solventes reduz a solubilidade do composto.




A revisfo bibliografica dos sistemas cromatograficos empregados para a separagio de
composm digitdlicos em escala analitica evidenciou que existern dois tipos de sistemas
nalrente empregados: o em fase normal, que envolve o uso de colunas de silica porosa
com fases méveis que empregam misturas de dleoois ¢ solventes clorados, € o em fase
reversa gue utiliza colunas de octadecilsilane com fases méveis constituidas de misturas
élcool/agua ou acetonitrila/dgua.

Coro base nestes dados e nos resuliados dos ensaios de limite de sclubilidade, deu-se
inicio aos testes de eluiglo cujos resultados sfo apresentados na tabela TV .2,

Tabela IV .2: Testes de ehuigéio

Siq acetuto de etila 1.8 UV 275 i6 25 25 - 1.1

Siy et etilas/n-hexano 1.0 UV 2754R 1.6 30 27 - 08
{93,862

Siy acet. etilas/n-hexanc 1.0 UV 27153MR 1.2 &1 80 6,3 1.0
(50:50)

$iy clorofirmic/metanc] 1,0 UV 240 1.6 21 - 16 -
{90:10)

Siy clorofdmmio/metanci 0.8 UV 240 1,6 20 - 1.7 -
{60:40)

S5 clorofrmiof- 1.6 UV 240 13 15 - 14 -
hexano (70:30)

Si1 diclarometanc/me- 1.0 V250 1.2 - 1.6 1,7 -
tanclfigus (91°8.1)

Sig etanol 0.8 UV 220 1,0 2.0 2,0 21 1.0

Sigy etanol 1,0 UV 220 1.6 1,6 1.6 1,6 -

8 etanol 0.8 T 2320 - 33 3.4 34 1,1

[s-] raetanolfigus (8020 10 UV 240 20 28 29 33 11
viv)

L84 metanol/dgua (80:20 1.0 UV 240 2,0 28 29 33 1.2
v, pH 1.2
25 mM NayHPO4

B metanol/gua 1.0 ’ UV 240 20 32 34 6.4 11
(65:35)

Cig etanot 1.0 UV 220 2.2 2.2 2,2 24 -

Ci8 etarsolfagua { 10:30) 1.0 UV 220 21 22 2,2 2,7 -

Cig acctonitrilafigus 1,3 Y 220 1.7 2,1 2.6 11.3 23
(40:60)

Cig acetonitrilafigna 1.0 UV 220 2.3 35 43 g 1.7
{35:65)

Cig acetonitrilzfmetanclf 1,0 PV 220 19 28 3.1 2.0 1.3
dgua (25:50.25%

Cig matancl/emnol 10 Uv 220 22 22 22 23 -
(50:50)

cig metanoligua 1,0 UV 220 22 23 2.4 28 -
(90:10)

i metanol/igea {80:20 1.0 UV 220 2.2 2.4 28 4.8 -
viv)
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Cig metancifgua 1.0 R 220 22 52 6.2 356 1.3
{55:35)

Cig metanolgus 14 UV 240 2.2 &8 1 - 1.3
{60:40)

Clg metanolifgus i.0 UV 240 23 28,2 3,2 - 1.1
(30:50)

g mpetans) 1.0 TV 24 23 163 120 - 1.2
{55:4%)

Cig metavioldgua 1.5 UV 240 1.8 104 121 - 1.2
{5545

Cig metanol/igus 20 TV 240 1.2 £0 9.1 - 12
{5545)

Cig gaetanolfigns 2.0 TV 240 1.2 .3 7.4 - 1.2
{5545, pH 2,0
25 oM NaHoPOs

Ci8 metanol/igia 20 UV 240 1.2 1.5 8.7 - 1.2
{5545, pE 4.8
25 raM Nahe

Clg matznolfigus 1.2 UV 240 20 7.7 8.1 i1l 1.2
{5545, pH 1.5
125 mM NasHPO4

[} metanolfigus (80:20 1,6 LIV 240 2B 3.1 32 36 i3
)

CN metanol/igua 1.0 UV 240 2.8 3 35 56 LG
{65:35)

N rastanolifagua 1.0 UV 240 ZE 38 39 57 1.0
(6535), pH 5.}
25 mM Nabe

CN diclorometanc/me- 1.0 UV 250 28 - - 25 -
tanolfagua (39.40:1)

CH diclorometano/me- 1.0 UV 250 28 55 37 ig -
tanol/ipua (91:8:1)

CN dicloromstano/me- 10 UV 250 28 35 33 28 -
tancl (99.1)

TN dicloromastans 1,0 UV 250 28 4.7 4.6 4.4 -

Observacdo: (1) Sy = coluna de sitica-Resotv TM - $ 4 (150 x 3.9 mm)

Si3 = coluns de silica-ligada & grupo aming - Zorbax NEHg (100x 3.9 mm)

Si3 = coluna de sitica-ligada 2 gropo fonil - pBondapak TM Phemy! - % ura (150 = 3.9 ram)

CE = coluna de siiica-ligada a grupo octit - Ultraphere T™ Octyl - § pmm (250 % 4,6 mm)
CIB = coluna de sliica-lipada a grupe octadecilsiloxanc - Zorbax 1M ODS - 5 um (250 x 4.6 mm)
CN = coluna de tilica ligada a grupo ciane - ZorbaxTM - CN - 5 um (250 % 4.6 mm)

() UV = detector de ultravioleta com comprimento de onda fxo, como indicado

IR = detector de indice de refragio
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Primeiramente, tenfou-se a utilizagBo de etanol, solvente onde fodos os compostos
apresentam boa solubilidade, como fagse movel frente, ds diversas fases estaciondrias
disponiveis. Porém, a sua utilizaclc levou a resultados desfavoriveis devido & baixa
retenclio na fase estacionénia (S, S,; C18) ou por baixa seletividade para a separagfio dos
componenies (Sw CS).

O uso de silica, fase estacionéria basianie utilizada pars 8 separaclo destes compostos
ern cromatografia Hquida cléssica, frente a diversas fases mdveis, também mostrou-se
invidvel. Isso ocorren porque, mesmo utilizando-se misturas de solvenies onde 2 refencio
dos componentes era relativamente alta (acetato de etila/n-hexanc 50:50 vv), a seletividade
da separacBo mantinha-se baixa.

A utilizac8o de coluna de silica ligada a grupo ciano nfic mostrou grande vantagem
em relagio & octadeciisilanc, pois a sua utilizac¥o como fase reversa levava a menores
temapos de retenglio e seletividade (fase mével metanol/dgua 65:35 v/v) e, mesmo como fase
normal, quando se tinha maior retenglo (fase movel diclorometano), ainda observava-se
baixa seletividade para a separacgio.

O uso da fase reversa (C18) mostrou-se satisfatorio quando wiilizava-se misturas de
acetonitrila/dgus como fases méveis. Porém, devido & maior solubihidade dos compostos em
metanol, opfou-se inicialmente pela mistura metanol/dgua (80:20 v/v). Posteriormente,
alterou-se as proporgfes da mistura metanol/dgua para 65:35 v/v para permitir uma melhor
separaclc do lanatosideo C e da digoxina e, possivelmente, possibilitar a separac#o destes
por deslocamento ao invés de eluigHo.

Este mesmo sistema cromatografico selecionado para os ensaios de cromatografia por
deslocamento foi utilizado para a anilise das fragBes coletadas. No enfanto, a mistura
metanol/dgua na proporgic 65:35 v/v era utilizada somente para a analise das fragBes
contendo lanatosideo C e digoxina ou os 3 componentes, enquanto para as frag8es contendo
somente digoxina e digitoxina, empregava-se a mistura na proporgiio 80:20 v/v para reduzir
o terpo de analise.

As figuras IV.1 e IV.2 mostram os cromatogramas dos compostos, utilizando-se
octadecilsilano como fase estaciondria e uma mistura de metanol/dgua nas proporgSes 80:20
viv e 65:35 v/v como fases mbveis.

Os resultados dos testes de eluigio para a selegfio do deslocador encontram-se
sumarizados na tabela IV.3. Todos os testes foram realizados utilizando-se fase reversa
octadecilsilano e uma misture metanol/dgua (80:20 vA) como fase mével a uma vaziio de
1,0 mifmm.

Dos citc compostos testados, o octanol foi o Gnico a apresentar maior tempo de
retenglo que os compostos digitalicos e foi, inicialmente, selecionado como um possivel
deslocador. Porém, devido & baixa sensibilidade do detecior de ultravioleta na detecglio
deste composto, optou-se pelo uso do detector de indice de refragiio.
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Figura IV.1: Cromatograma do teste de eluigio com a fase moével meianol/agua (80:20 v/v),
vazdo: 1,0 mi/min, velocidade do papel: 1,0 co/min (xerox reduciio 64%), fase
estacionaria: Zorbax ODS (250 x 4,6 mm), detecoio: UV 240 nm.
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Figura IV.2: Cromatograma do feste de eluiglio com a fase moével metanol/dgua (65:35 v/v),

vazfio: 1,0 mi/min, fase estacionaria: Zorbax ODS (250 x 4,6 mm), detec- ¢lo:
UV 240 nm.
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Tabela TV 3: Testes de selecfio do deslocador

28
48

5.6
cicloexanol UV 220 nin 33
catecol UV 220 nm 2,7
-butosd-efoxi-etano] R Z4
o, f3-glucose IR 2,3
celrimida R 23

Observaglio: IR = detector de indice de refraglio
UV 220 nm = detector de ultravioletz a 220 nm

Deve—&eaﬁdammﬁmqw,a}émdeapmsmummaimtempodemﬁo que ©
dos compostos a serem deslocados, o octanol fambém apresenta outras caracteristicas
desejaveis em um possivel deslocador, a saber: baixo custo e grande disponibilidade,
volatilidade que permite a sua eliminagfo por destilagho a vacuo, facilidade de regeneractio
da fase estacionériz ¢ baixa reatividade com relagio aos compostos a serem separados.

IV 1.3 Curvas de Calibracdo

Apos a seleglio do sistema cromatogrifico a ser utilizado, procedeu-se a mediglio da
curva de calibragdo dos compostos digitalicos e dos possiveis deslocadores para que este
sistema pudesse ser empregado na andlise quantitativa das fragBes coletadas.

A figura IV.3 apresenta as curvas de calibragio dos compostos digitalicos:
lanatosideo C, digoxina e digitoxina na faixa de 0 a 400 pg/ml em metanol/agua (80:20
viv). Conforme pode-se observar, as curvas de calibraglio apresentam boa linearidade na
faixa de concentrago estudada, sendo que os valores dos coeficientes de correlacfio obtidos
foram: 0,9996 pats o lanatosideo C, 00,9986 para a digitoxina e 0,9998 para a digoxina.

Os Limites de detecglio foram obtidos por injegSes com diluicBes sucessivas até que a
éres s0b o pico analisado fosse de duas vezes o valor do ruido de fundo. Os valores assim
obtidos foram 2,0 pg/ml para o lanatosideo C, 2,5 pg/ml para a digitoxina e 1,0 pg/ml para
a digoxina. No entanto, durante a analise das fragBes, a diluiglio das amostras analisadas era
feita de maneira a se obter concentraces na faixa de 25 a 30 pg/ml.
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Figura IV.3: Curva de calibragio dos composios digitalicos utilizando-se octadecilsilanc e
metanol/égua (80:20 v/v) a uma vazlo de 1,0 ml. Deteoglio UV 240 mm.

A figura IV .4 apresenta a curva de calibragio do octanol, utilizando-se o detector de
indice de refraclio. O valor do coeficiente de cormrelago para esta reta foi de 0,9926. O limite

de detecclio fo: de 0,3 mg/mi.
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Peak Height (cm)
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Figura IV.4: Curva de calibragfio do octanol. Detector; indice de refragfo. Demais condiclies
idénticas 4s da figum IV.3.
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A curve de calibraglio do hexanol, que foi empregado em alpuns ensaios de
deslocamento, usando-se a mesma fase esiacionaria, uma mistura metanol/agua 65:35 viv
como fase mével e o detector de indice de refraclio encontra-se na figura IV.5. Seu
coeficiente de correlaglio é de 0,9908 e o limite de detecplio do hexanol é de 0,5 mg/ml.
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Figura IV.5: Curva de calibmaglo do hexanol. Fase moével: metanol/dgua 65:35 wiv,
Detector: indice de refragfo. Demais condigtes idénticas is da figura IV.3,

1V.2 Medicdo de Isotermas

Apos a seleglio do sistema cromatogrifico empregando a fase estacionaria Zorbax
ODS e uma mistura mefanol/Agua na proporgio 80:20 v/v como fase mével e a realizagdo
de alguns ensaios de cromatografia por deslocamento, optou-se pela medigdc das isotermas
dos compostos estudo. Esta opgio foi orientada pelo fato de que, dispondo-se das
isotermas de adsorgfo, minimiza-se o mimero de ensaios de cromatografia por deslocamento
necessarios & otimizac¥o da separagHo e tém-se maior controle sobre o processo.

Apesar de estar-se trabalhando em uma faixa de concentragio relativamente alta (0,3
a 3,2 mg/mb), na qual ja se deve observar algum efeito da competiciio dos compostos pelos
sitios ativos do adsorvente, optou-se por técnicas de medigio de isotermas individuais. A
razfio desta escolha ¢ que tais métodos sfio mais simples e o objetivo de nossa medigio ¢
apenas a previs#io qualitativa dos resultados de experimenios de cromatografia. Nestes
casos, a literatura®55) mostra exemplos de aplicagBes bem sucedidas de isotermas
individuais.
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IV.2.1 Medicdo de isotermas individuais pelp método de fempo de
retengdo

Devido 4 grande simplicidade e 4 potencialidade do modelo do tempo de refenglio
para @& mediclio de isotermnas e a previsio de resuliados cromatograficos, optou-se
inicislmente pelo emprego desta técnica.

Conforme encontra-se deialhado pa reviso bibliogrifica, no método do tempo de
retencEo, a deienmm«;ﬂo dos mlhores valores dos parfimetros da isoterma de Langmuir que
aproxima de maneira mais adequada o comportamento de equilibrio do composto ¢ feila
através damedtgﬁodostemposdemiengﬁodosohﬂeemumamjegﬁnemescﬁaanaimcae
em uma injecio em grande escala {(com concentraglio conhecida), sabendo-se a eficiéncia da
coluna (medida com relag#o ao composto analisado) e o tempo de retengio da fase movel.

A tabela IV.4 mostra os valores obtidos para os parfimefros g e b da isoterma de
Langmuir, no sistema utilizado, e a figura IV 6 iraz as respectivas isotermas de adsorgdo.

Uma vez que o método do fempo de retenglio corresponde a wma soluglo analftica do
modelo ideal de cromatografia para o calculo dos melhores pardmetros a e b da isoferma de
Langmuir, esse possui algumas restrigles , a saber:

* a isoterma deve ser langmuiriana, caso contrario o valor do parimetro b varia com o
tamanho da amostra injetada;

» a fase mével deve ser um solvente puro ou contendo outros solventes ou aditivos que
s8o muito mais fracamente retidos que o composto estudado, pois neste méfodo negligencia-
se ¢ balango de massa e assume-se o problema de isoterma de um componente sem
competicBo das moléculas do solvente para adsorgio nos sftios da fase estacionéna;

= o fator de carregamento (L.} deve possuir um valor minimo de 1%.

Tabela IV .4: Parimetros a e b da isoterma de Langmuir, obtidos pelo método do tempo de
retenglo.

lanatosideo C | 0,22 0,038
digoxina 0,32 0,037
digitoxina 1,66 0,213
1-butanol 0,39 0,001

1-octanol 1,90 0,025
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Figura IV.6: Isotermas de adsorglc medidas pelo método do tempo de retenglio a 25°C.
Fase mével: metanol/agua 80:20 v/v. Vazio: 1,0 mU/min. Fase estacionaria:
Zorbax ODS 5 pm (250x4,6 mm). Detecglio: indice de refrago para octanol e
butanol e ultravioleta a 240 nm para os demais compostos.

No entanto, devido 4 solubilidade relativamente baixa da digoxina, da digitoxina e do
lanatosideo C na fase mével empregada, o valor do fator de carregamento foi inferior a 1%
(faixa de 0,4 a 0,8%), o que acarreta em um erro muito grande na leitura dos valores do
grifico adimensional (vide reviso bibliografica) para o cdleulo do parfimetro b da isoterma
de Langmuir.

Além disto, a suposigio de que a fase mével nflo compete pelos sitios ativos da fase
estacionaria pode nfio ser vélida para este sistema, visto que a retengio dos compostos
analisados nfo ¢ muito ala.

Deve-se, ainda, ressaltar que as isotermas medidas pelo método do tempo de retenco
nfio explicam os resultados obtidos nos experimentos iniciais de deslocamento, nos quais
uma soluglio de octanol com concentraghio na faixa de 24 a 30 mg/ml era capaz de deslocar
a digitoxina no sistema cromaiogréafico utilizado.

Il:gita forma, optou-se pela nova medigiic das isotermas pelo méiodo de analise
frontal.




FV.2.2 Medicdo de Isotermas Individuais pelo Métode de Andlise
Frontal

O método de anilise frontal para a medida de isotermas individuais ¢ um método
empirico que apesar de requerer um maior mimero de medidas e a disponibilidade de maior
quantidade de soluto, possibilita a obtenco de pontos discreto de isoterma de adsorglio, nfo
tendo sua aplicaclio restrita pelas hip6teses envolvidas no modelo de adsorplio utilizado.

Inicialmente, mediu-se a isoterma de adsorgio do octanol no sistema Zorbax ODS/
metanol-goa (80:20 v/v), em duplicata, para a checagem da reprodutibilidade do método de
anglise fronfal Os remilfados encontram-se na tabela IV S,

Tabela IV.5: Medida da isoterma de adsorglic do octanol no sistema Zorbax ODS/Mietanol-
agua (80:20 vA) pelo método de analise frontal.

3,5 7,36 7.00
7,0 13,44 12,82
14,70 2406 2328
20,00 29,67 28,75
25,00 3395 33,14
30,00 3743 36,56

De acordo com os dados apresentados na tabela IV.5, pode-se notar que o desvio das
medidas € pequeno, o que mostra a boa reprodutibilidade do método. Deste modo, optou-se
pela medigo das demais isotermas em uma Unica vez, devido ao longo tempo envolvido em
cada medic8o e a indisponibilidade de soluto em quantidade suficiente para medidas em
duplicata.

A figura IV.7 mostra as isotermas de adsorcdo medidas pelo método de analise
frontal. Conforme pode ser observado na fignra IV.7, a faixa de concentragio utilizada para
a medida das isoterma de digoxina, digitoxina e lanatosideo C foi relativamente pequena,
devido 4 baixa solubilidade destes compostos na fase mével empregada. Porém, este fato
niio inviabiliza o uso destas isotermas na previsio dos resultados obtidos por cromatografia
por deslocamento, uma vez que, neste caso, esta € a faixa de concentraglo ntil para tais
experimentos.

Para a medicfo de isotermas pelo método de analise frontal, também pode-se utilizar
um sistema miniatunizado cgue envolve a preparacio de uma coluna com dimensdes de 50,0
x 1,18 ou 40,5 x 1,18 mm®, o qual envolve um consumo bem menor de soluto. No entanto,
este procedimento nfo pode ser empregado neste caso devido 4 baixa retencio dos
compostos no sistema cromatografico empregado, o que resuliaria em um grande erro na
medida dos volumes de retengfio da frente em colunas de dimensSes menores ("narrow
bore™).
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Figura IV.7: Isotermas de adsorgio medidas pelo méiodo de andlise frontal a 25°C. Fase

mdvel: metanol/agua 80:20 v/v. Fase estacionaria: Zorbax ODS 5 pm {250 x
4,6 mm). Detecglio: indice de refragio para o octanol e ultravioleta a 265 om
para os demais compostos. Vaziio: 0,25 mV/min.
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Figura IV .8: Extrapolacio das isotermas de adsorgfio (modelo de Langmuir) medidas pelo

método de andlise fromtal, utilizando-se a mistura metanol-dgua (80:20 v/v)
como fase movel e Zorbax ODS como fase estacionsria. Demais condigOes
descritas na figura IV.7 '
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Deve-ge citar que a extrapolaclo da isoterms do ocianol para conceniragles de até 60
mg/ml (figuwa IV.8) mostrou que, mesmo nestas condigles, tanto a digoxina quanto ©
lanatosideo C continuariam sofrendio somente eluiglio, isto é, suas isotermas ainda nfio
seriam intersepiadas pela linha operacional.

Estes valores de extrapolacio de isotermas (figura IV.8) devem ser analisados com
uma certa resiriclo, uma vez que foram obtidos utilizando-se ¢ modelo de adsorgio de
Langmuir e valores baixos de concentraglo (faixa de 0,5 a 6,5 mg/ml para os composios

digitalicos).

Com base nos resuliados obtidos, optou-se pela realizacBio de novos testes de eluiclio
visando a identificacio de um novo sistema cromatogrifico (fase estacionaria/fase mével)
mais apropriado para a separacio de digoxina, digitoxins e lanianosideo C em escala
preparativa por cromatografia por deslocamento.

O novo sistema, selecionado de acorde com o5 critérios de solubilidade e retengfo,
envolvia 2 mesma fase estaciondria, Zorbax ODS, e 2 misturs metanol/fpgus na proporgo
63:35 v/v como fase mével. Realizou-se, entio, a nove mediclo das isotermas de adsorgio
individuais pelo método de analise frontal neste outro sistemna cromatografico. As isolermas
obtidas s#o apresentadas na figura V.9

100

80+

| 60+ /

40 T ,_..-—""‘"""

Stationary Phase Concentration{mg/ml)

[+]
20+ ———
/ 4’M1M‘
{} i t
10 20 30
. Mobile Phose Concentration {mg/mt)
Tempe{cture: 25°C » Octonol s Digitoxin
Detection: UV 265nm and Rl # Cyclo—hexanoi s Digoxin
Method: Frontal Anaiysis » Hexanol! = Lonaotoside C

2 Butnnni

Figura IV.9: Isotermas de adsorgfio, medidas pelo método de anédlise frontal a 25°C. Fase
moével: metanol/agua (65:35 vA). Vazlio: 0,25 e 0,50 ml/min, conforme o
tempo de retencio do composto. Fase estacionsna: Zorbax ODS 5 un (250 x
4,6 mmn). Detecglio: indice de refragio para o octanol, hexanol, cicloexanol e
butanol e ultravioleta a 265 mm para os demais compostos.



Pode-se observar, na figura IV.9, gue a faixa de concentracio das isolermas da
digoxina, da digifoxina e do lamatosideo C foi menor no caso do uso da mistura
metanol/agua 65:35 v/v do que no caso de uso da mistura na proporgio 80:20 v/v, este faio
¢ decorrenie da menor solubilidade destes compostos nesta nova fase movel.

A analise da figura IV.9 mostire, também, que, a 65% de metanol, a isoterma da
digitoxina fica acima da do octanol, a baixas concentragdes. Porém, exirapolando-se a
isoterma da digitoxina para conceniracdes mais elevadas (até 60 mg/ml), observa-se que
devido 4 sua maior curvatura em relagfo 4 isoterma do octanol, havera intersecfio das duas
isotermas numa concentracio de cerca de 6,5 mg/ml na fase mével (figura TV.10).

isotherms in 85% methanoi

8
t

E - cytivhaxan
P = /
-
I 5 ® T -
P <
] E 59 -+ . dightain
E | £ 1’ L
7
AL 4 f{"’
35 g
o 30 e ;",'
ii :
i
20 i/
i1 butanod
. !:},f
T fanatoside ©
!. ,’/
’(
g t f f } f {
o 10 20 % 4 50 4}

Moblle Phase Concentration {myg /i)

Figura IV.10: Extrapolago das isotermas de adsorgfio (modelo de Langmuir) medidas pelo
método de analise fromtal, utilizando-se metanol/agua (65:35 v/v) come fase
movel e Zorbax ODS como fase estacionaria. Demais condigdes descritas na
figura IV.9.

Conforme citado anteriormente, estes valores de extrapolagfio de isotermas devem ser
analisados com uma certa resfrigio, uma vez que foram obtidos ufilizando-se o modelo de
adsorgfo de Langmuir e valores baixos de concentragBes, os quais podem ainda estar na
porgio linear da isoterma. No entanto, a analise qualitativa destes resultados mostra que
numa faixa de concentragdo baixa (cerca de 15 mg/ ml), o octanol nfio poders funcionar
como deslocador da digitoxina e que mesmo em concentrages de octanol a nivel de 60
mg/ml, este nfo atuard como deslocador para a digoxina e o lanatosideo C.
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O fato de as isotermas individuais da digitoxina e do octanol se interseptarem nio
impediria, por si 86, o emprego de octanol como deslocador desta, desde que fosse
selecionada uma concentraglio convenienie para tal. Conforme observado por Horvath e
colaboradores”’” na separaghio de uma mistura binkria, quando as isotermas individuais
dos compostos a serem separados cruzam, pode-se observar a formag#io de trés regifies em
cromatografia por deslocamento. Numa regifio a concentragles suficientemente baixas, o8
dois compostos sHo separados e coletados na mesma ordem obtida em cromatografia por
eluicio. Em uma segunda regifiv, a concentraghes suficieniemente altas, prevé-se a
separagdo das bandas, mas com o aparecimento dos compostos em ordem inversa. Na
terceira regido, a concentragBes intermediarias, a separagfic completa nfio é possivel e, na
condigBo isostatica, obtém-se a mistura dos compostos. Com base nesses resuliados, oplou-
se pelo estudo de novos compostos que pudessem atuar como espacadores para a digoxina e
o lanatosideo C no sistema cromatogréfico selecionado.

O primeiro composto testado foi o butanol, pois nos testes de eluiglio no sistema
cromatografico selecionado, o seu tempo de reteng8o era maior do que o da digoxina e o do
lanatosideo C. Todavia, a isoterma do butanol fica abaixo da isoterma da digoxina, o que
impossibilita seu uso como deslocador desta.

Um outro componente festado foi o cicloexanol, mas, possivelmente devido & sua
estrutura ciclica, a capacidade da fase estacionaria para este componenie é bem mais
elevada que para os demais compostos, o que faz com que a faixa de linearidade de sua
isoterma seja bem mais extensa. Desta maneira, mesmo na extrapolagho a ums
concentragio de 60 mg/ml na fase movel, ainda se obtém um perfil de linha rets para a
isoterma do cicloexanol. Conseqientemente, h intersecfio das isotermas do cicloexanol e da
digoxina, assim como da digitoxina. Além disto, nenhuma linha operacional tragada na
faixa de concentraglio de 0 a 60 mg/ml de cicloexanol intercepta a isoterma do lanatosideo
C, o que mmplica que o cicloexanol nfio pode atuar como deslocador deste no sistema em
estudo.

Por outro lado, a isoterma do hexanol (figura TV.9) mostra que, apesar deste nfio poder
ser utilizado como deslocador para a digitoxina, em concentragbes acima de 25 mg/ml, ele
pode ser usado como deslocador da digoxina e, possivelmente, do lanatosideo C. Com base
nestes resultados, e no fato de que a fase estacionaria ¢ facilmente regenerada apos o uso de
hexanol como deslocador, deu-se inicio a novos ensaios de cromatografia por deslocamento,
utilizando hexanol como deslocador.

IV.3 Cromatografia por Deslocamento

1V.3.1 Regeneracdo e Avaliacdo da Eficiéncia da Coluna

Apb6s cada ensaio de cromatografia por deslocamento ou de medigio de isoterma, a
coluna era regenerada por passagem de metanol e, ocasionalmente, media-se sua eficiéncia
para verificar-se se esta ainda estava em condiges de uso. Optou-se pela utilizacdo de




digitoxina 400 pg/ml como composto pars avaliagio da eficiéncia da coluna, para ter-se
uma medida mais proxima das condicBes reais de uso da mesma.

A tabela IV.6 mostra alguns valores de eficiéncia da coluna obtidos apés a realizaglio
de ensaios de desiocamento. Os resultados indicam uma queda de cerca de 50% da
eficiéncia da coluna apés a realizagiio de dez ensaios de cromatografia por deslocamento,
quando a mesma foi substituida por uma nova coluna equivalente.

Tabela IV.6: Bficiéncia da coluna cromatografica usada emn ensaios de destocamento. Fase
estacionania: Zorbax ODS, deslocador: octanol ou hexancl, regenerante:
metanol 1,0 ml/min, composto leste: digitoxina 400 pg/ml fase mével:
metanol/ague (80:20 v~) 0,75 ml/min.

1V.3.2 Ensaios de Cromatografia por Deslocamento

Conforme citado anteriormente, iniciou-se os ensaios de cromatografia por
deslocamento utilizando-se a mistura metanol/igua (80:20 v/v) como fase mével, a qual foi
selecionada de acordo com os critérios de boa solubilizaglio e separaghio dos compostos em
escala analitica.

A figura IV.11 mostra o resultado do ensaic de controle, no qual a mistura digoxina/
digitoxina foi separada por eluicSio para que pudesse servir como referéncia para as
separagles por deslocamento. Observa-se o comportamento tipico de eluigio
sobrecarregada, onde além de ter-se um grande ntimero de fragSes, a digoxina apresenta
uma longa cauda que resulita na contaminago de grande parte da digitoxina. Deve-se
ressaltar que, na representacio esquematica empregada, cada uma das bamras verticais
indica uma fragHo coletada e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Figura IV.11: Separacio da mistura digoxina/digitoxina por eluig#o em coluna Zorbax ODS
(250 x 4,6 mm). Fase movel: CHLOH/H,C (80:20 v/v) & 0,2 ml/min.
Detecglio: UV 220 nm. Amostra: 2,0 ml de solugio 2,6 mg/mi de digoxina e
2.4 mg/mi de digitoxana na fase mével. Temperatura: 25°C.

O primeiro experimento de cromatografia por deslocamento enconfra-se representado
esquematicamente na figura IV.12. Neste ensaio utilizou-se a mistura lanatosideo
C/digoxina/ digitoxina. Observa-se que o volume inicial de ehnig#o da digoxina, assim como
a cauda por ela apresentada, sfo semelhantes ao ensaio de controle por eluiglio, mostrando
que a concentragdo do deslocador deve estar abaixo da concentragio necessaria para o
deslocamento desie componente. No entanto, em uma das fragSes a digoxina sofren um
efeito de deslocamento, apresentando o dobro de sua concentraghio original. Com relagiio 4
digitoxina, esta também nfio est4 sendo deslocada, apresentando-se mais concentrada em
apenas algumas das fragles, e o seu volume inicial de eluigio nfo apresenta diferenca
significativa com relagio ao ensaio de controle. Deve-se ressaliar que o deslocamento de um
componente da amostra pelo deslocador é normalmente evidenciado pela redugfio do volume
de efluente em que este ¢ coletado e pela alteragfio de sua concentraglio determinada pela
linha operacional. Tais observagBes confirmam a hipbtese de que a concentragio do
deslocador encontra-se abaixo da necesséaria. Esta fato ¢ confirmado pelas isotermas dos
componentes em questio (figura IV.7), onde observa-se que uma soluglio de octanol com
concentragfo de 10 mp/mli nfo ¢ capaz de deslocar a digitoxina, mas aumentando-se a
concentrago do deslocador para 23,7 mg/ml, nota-se o deslocamento deste composto pele
octanol. Além disso, houve a ehiiglio simultinea da digoxina e do lanatosideo C, o que
resﬂtounauﬂhzagﬁodannstmacmtendoap&mas dagoxsna/dxg;toxmpamw experimentos
iniciais de cromatografia por deslocamento, os quais visavam o estudo dos efeitos da
variagiio do comprimento da coluna, da temperatura e da concentragiio do deslocador.
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deslocamento. Amostra: 2,0 ml de solugio 0,3 mg/ml de lanatosideoc C, 2,6

mg/ml de digoxina e 3,0 mg/mi de digitoxina na fase mével, Deslocador:

12: Separagho da mistura lanatosideo C/digoxina/digiionina por cromatografia por
octanol 10 mg/mi na fase mével. Outras condigBes como na figura IV.11.
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por cromatografia por deslocamento a 25°C, usando octanol 22,1 mg/ml, na

Figura IV .13: Separagfio de 2,0 mi da mistura digoxina (2,0 mg/ml)/digitoxina (2.4 mg/ml)
fase mdével, como deslocador. Outras condigBes como na figura TV.11.
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A figara IV.13 apresenia a represenfaclo esquemdética de um experimento de
separag8o por deslocamento da mistura digoxina/digitoxina. Sabe-se que como a
concentragio do octanol, usado como deslocador, ¢ maior na figura IV.13 que na IV.12, 0
vohume inicial de eluigio da digoxina deveria ser menor nesie ltimo exemplo, o que nlo
ocorreu. Acredita-se que tal fafo seja resultante de algum problema experimental, como por
exernplo, & nfio regeneraglo apropriada da coluna ou algum desvio na preparagio da fase
movel. Neste ensaic, o grande mirnero de fragBes de ambos o8 componentes indica uma
provavel elviclo, mas em algumas das fragBes da digoxina ¢ da digitoxina, pola-se um
efeito de concentraclo que nfic foi observado no experimento de controle (figura IV.11),
sugerindo gue wma mistura de mecanismos de desenvolvimento esieja operando na
separaclo. Atentando-se para as isotermas medidas pelo método de andlise frontal (figura
IV.7), oola-se que o valor de concentragio do octanol utilizado neste epsaio estd muilo
proximo do valor minimo para & ocorréncia de deslocamento da digifoxina. Observa-se,
ainda, que a maioria das frag8es de digitoxina estio contaminados com digoxina.
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Figura IV .14: Separagio de 2,0 mi da misturs digoxina (1,9 mg/mi)/digitoxina (2,1 mg/ml)
por cromatografia por deslocamento a 40°C, usando octanol 26,6 mg/ml, na
fase mével, como deslocador. Outras condiges como na figura IV.11.

O efeito do aumento da temperatura de 25 para 40°C, simultaneamente com o
aumento da concentragiio do deslocador, ¢ mostrado na figura IV.14, onde observa-se uma
diminuigfo tanto no volume inicial de eluigcfo da digoxina como no da digifoxina. Nota-se,
também, que a digitoxina foi colelada em um nimero bem menor de fragBes mais
concentradas, evidenciando o seu deslocamento pelo octanol. No entanto, observa-se que
n#o ha boa separagiio dos compostos, o que pode ser devido a um comprimento de coluna
insuficiente para o desenvolvimento completo do deslocamento, ou seja, o nfio atingimento
da condic#o isostatica.
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Figura 1V.15: Separagdo de 2,0 mi da mistura lanatosideo C (2,3 mg/mi)digoxina (2,0 mg/
mlydigitoxina (3,2 mmg/ml) por eluicBie a 45°C, usando duas colunas
recheadas com ocladecilsilano (Zorbax ODS) ligadas em séne (500 x 4,6
min). Fase movel CH,OH/H,0 (86:20 v/v) a 0.2 ml/min. Detecgfior UV 220
nm..

A figura IV.15 mosira um novo experimento de controle por eluigiio onde tentou-se a
separagio da mistura lanatosideo C/digoxina/dipitoxina com duas colunas recheadas com
octadecilsilano ligados em séne (comprimento total da coluna: 500 mum). Conforme pode
ser observado, mesmo com a coluna mais longa, nfio é possivel a separagiio do lanatosides
C e da digoxina neste sistema cromatografico. Desta maneira, optou-se pela manutengio do
use da oustura digowina/digitoxina para o exXperimenios de cromatografia  por
deslocamento.

Um expenimento de cromatogratia por deslocamento empregando-se wna coluna mals
ionga, encontra-se representade na fipra IV.I6. A comparacfic deste ensaio com ©
apreseniado na figura TV, 14, mosira o efeito do aumento do comprimento da coluna de 250
para 500 rom. Esie aumento propicicu uma bos separaclo dos componenies, levando
inclusive & um grande auinenio na concentracio da digitoxina gue soffeu deslocamento pelo
octanol. Pordm, a digoxina foi separada por eluicfio, apesar de algumas de suas fragdes
apresentarem aumento de concentragfo mdicativo de um possivel efetio de deslocamento. O
resuhado obtido neste ensato ests de acordo com as previsBes feilas a partir das i1sotermas
medidas pelo mélodo de analise frontal (figura 1IV.7), onde para uma linha operacional com
conceniragfo de octanol de 237 mp/ml, a digoxina e o lanatosideo C sofreriam apenas
eluigiio, 14 que suas isotermas nfo interseptam a linha operacional.
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Os dois experimenios subseqientes obietivaram a sele¢fo de uma condighio na qual
ambos os componentes fossem deslocados.
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Figura IV.16: Separagio de 2,0 ml da mistura digoxina (1,9 mg/miydigitoxina {Z,9 mg/mi)
por cromatografia por deslocamenio a 25°C, empregando-se octancl 23,7
mg/ml como deslocador. Demais condigbes como na figura IV 15,
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Figura IV.17: Separagdo de 2,0 ml da mistura digoxina (1,3 mg/mil)/digitoxina (3,2 mg/ml}
por cromafografia por deslocamento a 23°C, empregando-se octanol 56,4

mg/mi, na fase mével, como deslocador. Demais condigles como na figura
V.15,
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M™a figura IV.17, observa-se que 0 aumento da concentragiio do deslocador de 23,7
para 56,4 mg/ml teve um grande efeifo na digitoxina, a gual foi deslocada e saiu da coluna
ern urn numero bem menor de fragBes mats concentradas. Além disso, o seu volume inicial
de coleta ¢ bastante inferior, passando de 10,1 para 8,8 ml. Com relagéo a digoxina, nota-se
a sua nitida elwiglo, 34 gue seu volume inicial de colefa sofreu uma alieracfo minima e sua
obtenc8c fol feila em um grande nimero de fracBes, sendo que apenas cinco delas
apresenifamn um ligeiro aumenio de concentracio.

Mo experimenio representado na figura IV.18, a concsntracfio do deslocador foi
elevada ainda mais, e a temperatura foi aumeniada de 25 para 43°C, visando o
deslocamento da digoxina. Todavia, verifica-se que mesmo nesias condicbes a digoxina nic
sofre deslocamento pelo octanol. Este fato esia de acordo com o resuliado obtido com a
extrapolagfio das isotermas obtidas nestas condigdes {figura IV 8).
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Figura IV .18: Separagio de 20 ml da mistura d}gexm {0.83 mg/miydigitoxina (0,84
mg/mil) por cromatografia por deslocamento a 45°C, empregando-se octanol
74,4 mg/ml. na fase movel, como deslocador. Demais condigdes como na
figura IV.15.

Apenas para fins comparativos, a fipura IV.19 apresenia um expenmenio da
cmmatogmﬁa por deslocamento onde utilizou-se uma concentragio de octanol abamo da
necessana para a ocorréncia de deslocamento, conforme pode ser observado pelo perfil
caracteristico de eluigfo do pico da digitoxina. Esperava-se, porém. que o volume inicial de
coleta da digiloxina ocorresse a um valor bem mais alto que os dos experimentos onde este
composto sofren deslocamento (figuras TV.16, V.17, IV.18). Aecredita-se que a nio
ocomréncia deste falo seja devida a problemas durante a preparagfio da fase movel, onde foi
feita a solubilizagio do deslocador.
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Figura 1V.19: Separaclio de 2,0 ml da musturs digoxina (1,8 mg/miY/digiioxina (2,0 mg/mi}
por cromatografia por deslocamenio a 40°C, empregando-se ocfanci 13,6
mg/mi n a fase moével como deslocador. Demais condig@es como na figura
V.S

Resumindo-se, pode-se dizer que estes experimentos, juntamente com a medig#o das
isotermas, levaram 4 conclusfio de que a concentragfo minima de trabalho para o octanol,
como deslocador da digitoxina, situa-se em torno de 25 mg/ml e que, neste sistema de fase
movel e fase estaciondria, a digoxina n#io sofre deslocamento pelo octanol. Portanto, o uso
desta fase mével, além de no permitir a separagfio do lanatosideo C e da digoxina, nffo
permite o deslocamento deste 1iltimo componente pelo octanol. Desta forma, optou-se pela
alteracio da fase movel de uma mistura metanol/agua 80:20 v/v para 65:35 v/v, visando
permitir uma melhor separagfio do lanatosideo C e da digoxina e, possivelmente, viabilizar a
separacio destes por deslocamento ao invés de eluiglo.

Além da alteragfio da fase movel, fez-se necessaria a utilizaglio de outro desiocador
que pudesse ter atuac#io sobre a digoxina e o lanatosideo C. De acordo com o que foi
discutido no item IV.2.2, o hexanol foi selecionado como novo deslocador. No entanto,
como este composto nfio feria efeito de deslocador sobre a digitoxina, trabathou-se apenas
com & mistura lanatosidec C/digoxina.

O primeiro ensaio de cromatografia por deslocamento utilizando hexanol como
deslocador ¢ mostrado na figura IV.20. De acordo com os dados obtidos pela medigioc das
isotermas a 65% de metanol (figura IV.9), pode-se prever que a uma conceniragfio de 23,7
mg/mlahmmml;édevenadesmradlgom,apesmdemdapoderseraﬁmadom
relagiio ao efeito deste sobre o lanatosideo C. No entanfo, o experimento realizado nesta
condigdo mostra tanto o lanatosideo C quanto a digoxina com um perfil de eluig8o, sendo
que © hexanol sé estd minimizando a cauda do pico deste tiltimo composto. Este problema



pode ser justificado, em parte, pelo fato das isofermas terem sido medidas para cada
componente individualmente, sem considerar as interagBes multi-componente.
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Figura IV.20: Separagfic de 2,0 mi da mistura lanatosideo C (1,6 mg/mi)/digoxina (1,7
mg/ml) empregando-se por cromatografia por deslocamento a 25°C,
empregando-se hexanol 23,7 mg/mi, na fase mdvel, como deslocador. Fase
esiacionaria: Zorbax ODS (500 x 4,6 mm). Fase mével: CHOH/H,O (65:35
viv) 0,2 ml/min.

Um outro ponto que deve ser ressaltade com relagdo ao experimento representado na
figura IV.20 € gue, devido 4 baixa solubilidade do lanatosideo C e da digoxina na fase
mével empregada, a concentragfio de ambos na amostra a ser separada ¢ relativamente baixa
(cerca de 1,5 mg/ml). Como s6 foram empregados 2 ml de amostra, a guantidade total de
cada composto a ser separada fica bem abaixo da capacidade desia fase estacionania para
experimentos de cromatografia por deslocamento.

De acordo com estes resultados, decidiu-se reahizar, inicialmente, um expenimento de
controle, onde o volume de amostra injetado foi aumentado de 2,0 para 4,8 ml. Volumes
maiores niio foram utilizados devido ao fato deste ser o volume morio do sistemna em uso.
Este experimento encontra-se representado na figura IV.21 e consiste, basicamente, da
eluicdo sobrecarregada da digoxina e do lanatosideo C nas mesmas condig@es utilizadas
para o3 testes de deslocamento anterior.

Conforme pode ser observado na figura IV.21, nas condigBes empregadas, a eluigéo

sobrecarregada do lanatosidec C e da dipoxina resulia em picos com grande cauda, cuja
concentrag@o maxima nas fragdes coletadas ¢, praticamente, a mesma utilizada na amostra.

21



Alény disso, em nenhuma das fracBes obtém-se a digoxina pura e apenas 26,8% do
ianatosideo C ¢ recuperado sem contaminagio com a digoxina.
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Figura IV.21: Ehugdo sobrecarregada de 4,8 ml de solug#io de digoxina 1,5 mp/ml ¢
lanatosideo C 1,6 mg/ml, na fase médvel. Demais condigBes como na figura
IV.20.

Posteriormente, realizou-se wm outro ensaio de cromatografia por deslocamento no
qual, além de utilizar-se um maior volume de amostra (4,8 mi) do que o usado no ensaio
inicial, empregou-se uma concentragio mais elevada de hexanol, objetivando o
deslocamento dos dots composios digitalicos. Este experimento encontra-se representado na
figura IV.22.

A comparaglo da figura IV. 22 com o experimento de controle (figura IV. 21) mostra
ue, apesar de reduzir drasticamente a cauda tanio do pico da digoxina como do lanatosideo
C, o hexanol nfo reduz sensivelmente (diferenga de 0,4 ml) o valor do volume inicial de
coleta de lanatosideo C no efluente (volume do efluente), enquanio que a diferenca no
volume do efluente da digoxina ¢ ligeiramente maior (0,6 ml). Pode-se observar também
que o perfil da representagio grafica da concentragiéio de digoxina nas fragBes coletadas ¢
bastante semelhante ao esperado para uma separagiio por deslocamento. No entanto, nada se
pode afirmar quanto & concentragiio do platd dessa (2,3 mg/ml) com relagdo ac valor
previsto pelas isotermas medidas (figura V1. 9), uma vez que a concentragdo do hexanol
usada no ensaio de deslocamento, assim como a concentragfio do platd sfio superiores aos
maximos valores medidos para as respectivas isofermas, e as extrapolagBes devem ser
usadas apenas de forma qualitativa. No entanto, como nas duas fracles subseqientes &
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regifio de platd da digoxina tem-se concentragdes superiores & do platd, € possivel que a
condi¢lo jsostatica ainda niio tenha sido atingida neste sistema.
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Figura IV.22: Separacio de 4,8 ml da mistura lanatosideo C (1,8 mg/miydigoxina (1,6
mg/ml} por cromatografia por deslocamento a 25°C, empregando-se hexanol
32,2 mg/ml, na fase mdvel, como deslocador.

Com relagfio & conceniracBo do plaié do lanatosidec C, também se observa uma
ligewra conceniraco em relagdo & solugfo de amostra mjefada.

Apesar de vanas caracteristicas mndicarern a atuagio de um mecamsmo de
deslocamenio na separaglo, observa-se que apenas 23,8% do lanatosideo C foi obtido na
forma punficada, enquanio nenhuma das fracfes de digoxina for obhida sem fragoes de
contaminacio com o lanatosideo C. Desta forma, o deslocamenio dos dois componentes,
pesias condicdes, nfo melborou a sua separacdo gquando comparada a ehigdo
sobrecarregada.

Conseqglienternente, optou-se pela otimizacic da separacio preparativa do lanatosideo
C e da digoxina por ejuigio com alteragiio da composicio da fase movel e o deslocamento
da digitoxina pelo oclanol em metanol/dgua 80:20 v/v como forma de concluir o trabalho.
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Figura 1V.23: Separagio de 2,0 1l da mistura lanatosideo C (1,8 mg/mi)/digoxina (1,5
mg/mi)/digitoxina (1,3 mg/ml) em metanolagua (65:35 v/v) por ehuicio com
metanol/agua 80:20 v/v. Demais condigBes como na figura IV .20

O primeiro ensaio de controle realizado com alteragiio de fase movel encontra-se na
figura IV. 23. Neste experimento, utilizou-se a mistura metanol/agua 65:35 v/v somente
como solvente para a amostra, sendo que a eluigio foi feita com a mistura na proporgio
80:20 v/v. Como nf#o houve boa separagdo do lanatosideo C e da digoxina, optou-se pela
alteragdo da composicic da fase mével, mantendo-se um maior tempo da mistura na
proporgéo 65:35 v/v. O novo ensaio de controle obtido encontra-se na figura IV. 24.

Conforme pode ser observado na figura 1V .24, a eluigio sobrecarregada da mistura
dos 3 compostos digitalicos, nestas condigBes, levou & obteng@o de uma porgio significativa
de lanatosideo C na forma pura. No entanto, praticamente nfo se obteve digoxina
purificada. Deve-se notar a grande cauda apresentada pelos picos, a qual é caracteristica
deste tipo de separagdo e & responsavel pela dificuldade de isolamento da digoxina. A
primeira vista, poderia-se pensar que a separagdc do lanatosideo C e da digoxina com esia
mistura de solventes poderia ser otimizada, mas, neste caso, esta é a melhor separagéio
obtida com estas solugfes, pois a proporgio de solventes sé foi alterada apods o indcio da
eluigHo da digoxina, o que faz com que a separagio destes dois compostos seja isocratica. O
uso de uma fase mével inicial com menor proporgic de metanol melthoraria a separagio dos
dois primeiros compostos, porém, como as solubilidades destes seriam menores, reduziria-
se a quantidade de amostra separada em cada experimento.
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Figura IV.24: Separag#o de 2,0 mi da mistura lanatosideo C (1,6 mg/ml)/digoxina (1,5
mg/ml)/digitoxina (1,9 mg/ml) a 25°C em metanolfagua {65:35 v/v) por
eluicio com alteragfio da fase médvel de metanol/dgua 65:35 v/v para a
proporco 80:20 v/v v/iv apds 54 min de eluigdo a 0.2 mi/min. Fase
estacionaria: Zorbax ODS (500 x 4,6 mm). Detecgio: UV 220 nm.

A figura IV. 25 mostra um ensaio de cromatografia por deslocamento nas mesmas
condigBes anteriores. Apesar de os resultados obtidos pela exirapolagfio das isofermas,
medidas com metanol/dgua na proporgio 80:20 v/v, 86 poder ser utilizado qualitativamente,
especialmente pelo fato de estar-se utilizando uma mudanga na fase moével, neste
experimento, observa-se o deslocamento da digitoxina pelo octanol e a separagfio dos outros
dois compostos por eluicdo, conforme o que indicars as isotermas. Tal fato pode ser
comprovado pela eluigio do lanatosideo C ¢ da digoxina com o mesmo perfil observado no
ensaio de controle (figura IV. 24), enquanio a digitoxina sofreu deslocamento saindo da
coluna em um nimero bastante reduzido de fragBes mais concentradas, apesar de nio se
observar alteragiio significativa no volume de efluente & partir do qual esta comegou a ser

coletada.
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Figura IV.25: Separaglo de 2,0 m! da mistura lanatosidec C (1,7 mg/mi)/digoxina (1,8
mg/mi)/digitoxina (1,9 mg/mi) em metanol/dgua (65:35 v/v) por cromatogra-
fia por deslocamento empregando-se wma mistura metanol/agua (65:35 v/v)
por 54 min, seguida por octanol 24,6 mg/ml em metanol/dgua 80:20 v/va 0,2
ml/min. Fase estacionaria: Zorbax ODS (500 x 4,6 mm). Defecglio: UV 220
nm. Temperatura: 25°C

Realizou-se, entdo, um tltimo experimento no qual tentou-se maximizar a quantidade
de amostra a ser separada, aumeniando-se tanto a concentrac8io de cada componente, quanto
o volume de amostra injetada. O objetivo deste ensaio era nfo sé ofimizar a capacidade da
coluna, como também observar as diferengas de comportamento da eluiglo sobrecarregada e
do deslocamento.

Atentando-se para a figuma IV. 26, observa-se que a concentrago do lanatosideo C e
da digoxina pa amostra nfc puderam ser significativamente alteradas, uma vez que seus
limites de solubilidade medidos em metanol/agua (65:35 v/v) a 45°C eram de 2,0 mg/ml.
Porém, 2 concentrago a digitoxina na amostra a ser separada pdde ser elevada devido ac
seu maior limite de solubilidade: 2,8 mg/mli (nas mesmas condi¢Bes anteriores).

Com relagiio & separag#o, observa-se que a separaciio do lanatosideo C e da digoxina
praticamente nfio sofreu alteragfio com relaglio ao ensaio anferior. A digitoxina, no enianto,
comegou a ser coletada num volume inicial de efluente bem menor, sendo recolhida pum
mimero reduzido de fragles muito mais concentradas e ndo apresenfou cauda. Quanio a
concentracio da digitoxina nas fragdes coletadas, deve-se observar que ela ¢ bem mais
elevada (aproximadamente 8,0 mg/m!) que o limite de solubilidade medido a 45° C (2,8
mg/ml) 0 que é conseqbéncia da atuagiio do deslocador.
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Figurs IV .26: Separacio de 4 ,8 ml da mistura lanatosideo C (1,8 mgmi)/digoxina (1,9
mg/mi)/digitoxina (2.6 mg/ml) em mefanol/égua (65:35 v/} por cromatogra-
fia por desiocamento, empregando-se metanol/agua (65:35 v/v) por 54 minu-
tos, segmdo de octanol 23,0 mg/ml em metanol/dgua 80:20 v/v como desio-
cador. Vazio da fase movel: 0,2 ml/man. Demais condigBes como na figura
Iv.s.

Desta forma, a figura IV, 26 ilustra de forma bastante elucidativa as diferencas nos
processos de separago por eluiglo sobrecarregada e por cromatografia por deslocamento.
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PARTE V: CONCLUSAO



Sumarizando-se os resultados obtidos, pode-se dizer que o emprego de octanol
como deslocador da digoxina, digifoxina e lanatosidec C no sistema Zorbax ODS/
metanol-agus 80:20 v/v nfic foi satisfatério, pois este composto 36 deslocou a
digitoxina, sendo que os demais componentes eluiram sem separagfo adeguada, Nota-
se ainda que o octancl s funciona como deslocador da digitoxina se sua concentraclio
na fase mével for maior ou igual & 23,7 mpg/mi, conforme dados obtidos pels isoferms
e confirmados experimentalmente. INeste mesmo sistema, observou-se que a elevagio
da temoperatura de 25 para 40°C, assim como a elevagio da conceniraciio do octanol,
reduz o volume de efluente de coleta da digitoxina e o ntunero de fragdes em gue esta
¢ coletada e aumenta 8 sua concentraciio em cada fracfio, de acordo com os principios
da técnica de deslocamento, Verificou-se, ainda, que o aumento do comprimento da
coluna de 25 para 50 cm possibilifou o deslocamento da digitoxina pelo octanol, sem
a contaminagio desta pela digoxina que soffia elui¢do.

A alteracio da fase movel para metanol/agua 635:35 v/v continuou a nfo permitir
o emprego de octanol como deslocador para a digoxina e o lanatosideo C. O estudo da
viabilidade do uso de outros compostos como deslocadores evidenciou a possibilidade
do emprego de hexanol como deslocador da digoxina e, possivelmente, do
latanatosideo C, mas nfo da digitoxina, uma vez que sua isoterma estava abaixo da
isoterma deste ultime composio. Ensaios de cromatografia por deslocamento
mostrarain que apesar da atuagdo de um mecanismo de deslocamento na separagio do
lanatosideo C e da digoxina, empregando-se hexanol, este nfo permitiu uma melhor
separagio que a obtida com elui¢io sobrecarregada no mesmo sistema.

Desta forma, optou-se pela otirnizaglio da separagHo preparativa do lanatosideo
"C e da digoxina por eluigio com alteracfio da composiclo da fase moével e o
deslocamenio da digitoxina pelo octanol em metanol/agua 80:20 v/v como forma de
concluir o trabalho.

Apesar de niio fer sido possivel a otimizac8o do processo de separago dos frés
compostos digitalicos utilizando a técnica de cromatografia por desiocamento, o
aprendizado dos méfodos de medicio de isotermas e o estudo pormenorizado da
técnica de cromatografia por deslocamento, juntamente com os ensaios para a



inacho da potencialidade de aplicagBes de compostos como deslocadores e/ou
espacadores fornecen uma visualizac#o mais objetiva da possibilidade de aplicaco
deste método em outras separacBes

técnica de cmatcgmﬁa por deslocamento, &em&ando-se o efeito da variag8o dos

narBmetros {mm comprimento da colupa e concentragho do
deslocador) na eficiéncia de uma separagfio. Numa segunda etapa, fez-se um estudo
detalhado das etapas e fatores envolvidos na seleglio de um deslocador, sendo que a
falta de um cophecimento maior nesta 4rea ¢ um dos grandes obstaculos responsaveis
pela nfo utilizaclio da técnica da cromatografia por deslocamento em ioda a sua
potencialidade.

Avaliando-se o trabalho como um todo, acredita-se que o seu objetivo maior,
analise da viabilidade da aplicaglio da cromatografia por deslocamento na separagdo
de compostos de interesse fanmacolégico, foi atingida e que as suas vantagens com
relacfio 4 eluiglo sobrecarregada deverfio continuar sendo exploradas nfo s6 na
separaciio de aminoécidos e polipeptideos. No entanto, o grande responsavel pela nfio

obtengio de uma boa separagio dos trés componentes selecionados por cromatografia
por deslocamento foi o fato de n3o se ter encontrado um sistema cromatogréfico ideal

para ial separacfo, mesmo testando-se varias fases esiaciondrias de diferentes
polaridades. Idealmente, utiliza-se wm sisterna que apresente grande solubilidade dos

compostos na fase mével, com wma maior retencéic na coluna, pois nesta situagfio o
emprego da técnica de cromatografia por deslocamento ¢ melhor sucedido.
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