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SEPARAGAO CROMATOGRAFICA DOS ENANTIOMEROS DE
O,P’-DICLORODIFENILDICLOROETANO SOB CONDIGOES LIQUIDAS E
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Francine Silva Antelo

Maio/2011
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No presente trabalho estudou-se a enantioseparacdo do mitotano utilizando-se CO,
proximo ao ponto critico como fase movel adicionado de metanol, etanol ou isopropanol
em quatro percentuais a 35°C e 80 e 160 bar. Em condi¢des diluidas, a seletividade mais
promissora foi obtida com 14% de metanol a 160 bar e a pressao constante, se mostrou
uma forte fungdo do potencial quimico do mitotano adsorvido. Quando utilizado etanol e
metanol, a retencdo foi mais influenciada pelas caracteristicas da fase sdélida. Uma
correlacdo semi-empirica descreveu o efeito da densidade da fase movel e da
concentragdo de modificador na constante de Henry e assim na seletividade e a analise
termodinamica mostrou que a enantioseparacao foi conduzida entalpicamente. A analise
dos experimentos com sobrecarga evidenciou a auséncia de efeitos competitivos para o
enantidmero menos retido e que o enantidbmero mais retido contribui de forma diferente na
quantidade adsorvida. O ponto 6timo para o processo em batelada foi alcancado para
injecdes de cerca de 0,2 mg, recuperando-se em torno de 80% do produto desejado com
até 85% de pureza. Finalmente, experimentos de enantioseparagdo em LMS utilizando
60% de isopropanol/40% de metanol como fase mével a 25°C foram realizados e uma
comparagao com 0s processos em batelada evidenciou a superioridade do processo

continuo.
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In this work we studied the enantioseparation of mitotane using CO, near critical
point as the mobile phase with addition of methanol, ethanol or isopropanol in four
percentages at 35°C and 80 and 160 bar. In dilute conditions, the most promising
selectivity was obtained with 14% methanol at 160 bar and at constant pressure, showed a
strong function of chemical potential of adsorbed mitotane. When using ethanol and
methanol, the retention was more influenced by the characteristics of the solid phase. A
semi-empirical correlation described the effect of the density of mobile phase and
concentration of modifier in the Henry's constant and thus the selectivity and
thermodynamic analysis showed that the enantioseparation was conducted enthalpy.
Analysis of the overload experiments showed the absence of competitive effects for the
less retained enantiomer and the most retained enantiomer contribute differently in the
adsorbed amount. The optimal point for the batch process has been achieved for
injections of about 0.2 mg, recovering about 80% of the desired product with 85% purity.
Finally, experiments using LMS with 60% of isopropanol/40% methanol as mobile phase at
25°C were performed and a comparison with batch processes showed the superiority of

the continuous process.
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Considerag¢oes gerais

Quiralidade é um fendmeno que permeia o universo, sendo uma caracteristica da
maioria dos processos biolégicos naturais. Os avangos na tecnologia quiral e a habilidade
de produzir compostos puros enantiomericamente tém um importante impacto no projeto
de sintese, pesquisa e desenvolvimento de drogas e nas estratégias e politicas das
industrias farmacéuticas (AGRANAT & CANER, 1999). Drogas quirais, agroquimicas,
aditivos em alimentos e fragrancias representam classes de compostos de elevado
potencial econémico e o interesse no estudo dessas classes tem crescido bastante nas
ultimas duas décadas, sendo a industria farmacéutica a principal responsavel pelo grande
numero de pesquisas (WENDA & RAJENDRAN, 2009).

A quiralidade dos compostos quimicos, especialmente dos compostos
terapéuticos, ¢ um tema muito importante do ponto de vista farmacologico,
farmacocinético, toxicolégico e nos orgaos fiscais de controle de qualidade de
medicamentos (SINGH et al., 2006). A mistura equimolar de dois enantibmeros &
denominada forma racémica ou racemato e é oticamente inativa ja que, se misturados os
dois enantidmeros, a rotagdo da luz polarizada causada pelas moléculas de um dos
isdbmeros é exatamente anulada por uma rotagao igual e de sinal contrario, causado por
um numero igual de moléculas do outro (PAIVA, 2006). Enantidmeros, por sua vez, séo
estruturas ndo idénticas nas quais a molécula apresenta a geometria e a disposi¢cao
espacial de seus atomos iguais a imagem especular, ndo sobreponivel, do seu par
complementar que apresentam a maioria de suas propriedades fisicas idénticas e,
quimicamente, demonstram comportamentos diferentes somente em ambientes quirais
(ROMERO, 1998).

A importancia da quiralidade dos farmacos racémicos advém da diferenga que os
dois enantidmeros possam apresentar nos processos de absorg¢do, distribuicao,



metabolizagdo e excregdo de forma estereosseletiva, ja que os organismos vivos séo
ambientes quirais. Esta estabelecido ainda que, em varias situagdes, a atividade
farmacologica esta restrita a um dos enantidmeros enquanto o outro pode ser responsavel
pelas reagbes adversas (GUBITZ & SCHMID, 2006; ALI & ABOUT-ENEIN, 2002).

Do ponto de vista do consumidor, a administragdo de um farmaco na forma de
mistura racémica apresenta como desvantagem o aumento da dose a ser utilizada, pois
somente metade dela podera ter o efeito farmacoldgico desejado além de que, o paciente
ingere a cada dose, 50% de uma substancia quimica indesejada (COELHO, 2001). Dessa
forma, as provaveis vantagens do uso de drogas enantiomericamente puras sao: a
reducdo da dose total administrada, a maior eficacia da relacdo dose-resposta e a

minimizagao da toxidade a partir do outro enantibmero (ROSA, 2005).

Assim, o reconhecimento e a possibilidade de desenvolvimento de isbmeros
isolados passaram a ser uma abordagem de importancia para a industria farmacéutica de
modo a garantir seguranca e eficiéncia dos farmacos disponiveis e em desenvolvimento.
Tais diferencas mostram, seguidamente, propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas antagbnicas como conseqiéncia de interagbes com receptores
biolégicos que sao altamente especificos (SINGH et al., 2006; BONATO et al., 2005).

Enantibmeros puros podem ser obtidos por sintese assimétrica ou resolucao
racémica, sendo esta ultima menos complexa e capaz de produzir ambos os compostos,
fato este essencial para testes bioldgicos. A resolugdo racémica inclui a separagao
enzimatica e a formacdo de diasterecisbmeros que possam ser separados por
cristalizacdo ou cromatografia (separagao indireta) e separagdo cromatografica usando
fase estacionaria quiral (FEQ) (KOZMA, 2002; FRANCOTTE, 2001; AHUJA, 1996).

Os métodos cromatograficos baseados em FEQ fornecem ambos os enantibmeros
com elevado grau de pureza 6ptica, em um tempo relativamente curto e tém sido os mais
utilizados para separar, isolar e analisar enantidmeros, particularmente nos estagios de
formulagdo e desenvolvimento de novos equipamentos, desde HENDERSON & RULE
(1939) (GUIOCHON, 2002; FRANCOTTE, 2001). Na auséncia de um elemento quiral
externo, enantibmeros ndo podem ser diferenciados, contudo, em um ambiente quiral
podem ser considerados compostos fisicamente distintos e, uma vez que possuindo
arranjo configuracional oposto de seus atomos no espago, podem interagir diferentemente
com um ambiente quiral (BARREIRO et al, 1997). Esse tipo de separagdo esta

fundamentada na diferenga de energia entre o0s complexos diasteroisoméricos



temporarios formados entre o seletor quiral € os enantibmeros do soluto. A diferenca em
estabilidade destes complexos transitérios levam a diferentes tempos de retencido dos
enantidmeros na coluna e o que forma o complexo menos estavel elui primeiro em uma
coluna cromatografica (AHUJA, 2000).

Além disso, a utilizagdo de um eluente baseado em fluidos no estado supercritico
conduz a um sistema experimental com alta eficiéncia, reduzindo o uso de solventes
organicos o que torna o processo mais “verde” (W ENDA, 2009). Apresentam alto poder
de solvatagdo de substancias apolares quando comparada a solubilidade em condicbes
normais de temperatura e pressdo em solventes organicos e sua baixa viscosidade em
relacdo aos gases provoca menor queda de pressao na coluna favorecendo a percolagéo
e permitindo que particulas de tamanhos menores possam ser usadas no leito
empacotado, o que gera maior eficiéncia para a coluna (COX, 2005; JUSFORGUES &
SHAIMI, 1998; WILLIAMS & SANDER, 1997; WHATLEY, 1995).

Na maioria das separagdes no estado supercritico, o CO, tem sido mantido como
fluido, sobretudo porque requer baixas condicbes de temperatura e pressao para manter-
se neste estado, além de ndo ser explosivo ou tdxico, comparado com outros fluidos,
como mostra a Tabela 1.1 (COX, 2005).

Tabela 1.1. Parametros fisico-quimicos de alguns compostos.

Fluido T.(K) P.(atm) V. (m°kgmol)
Diéxido de carbono 304,2 7,39 0,0943
Agua 647,3 22,09 0,0568
Amobnia 405,5 11,28 0,0724
Etanol 516 6,38 0,1673
Metanol 512,5 4,64 0,0993

Tc = temperatura critica, Pc = pressao critica, V. = densidade critica.

Conhecida a natureza apolar do CO, e a modesta solubilidade de solutos polares
neste, a adicao de modificadores polares como alcodis € uma alternativa para aumentar a

solubilidade desses solutos polares na fase mével (RAJENDRAN et al., 2005a).

Como ocorre para outros medicamentos, é possivel que exista diferenga
farmacologica entre os enantibmeros do mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano), um
farmaco quiral comercializado na forma de mistura racémica que tem sido extensivamente

utilizado em adultos desde o inicio da década de 80 como adjuvante no tratamento do



carcinoma adrenocortical (CAC), tumor da camada exterior da glandula supra-renal,

quando nao operavel, metastizado ou recorrente, de alta incidéncia no sul do Brasil.

ZANCANELLA (2008), em pesquisas pré-clinicas realizadas na Universidade
Federal do Parana, revelou que o S-mitotano é quatro vezes mais potente que o R-
mitotano. Esses diferentes efeitos que os enantidmeros podem apresentar frente aos
sistemas biolégicos estdo relacionados a necessidade de obté-los separadamente para
dar continuidade aos testes clinicos, 0 que a cromatografia com fase estacionaria quiral
(FEQ) combinada a um eluente supercritico, pode promover através de um sistema

experimental de alta eficiéncia.
1.2. Motivacgao

Durante a ultima década, a tendéncia para o desenvolvimento de substancias
estereoquimicamente puras passou a priorizar a identificagao das diferencas na atividade
biolégica, sobretudo apds a tragédia ocorrida com a talidomida. A partir de entdo, o
estudo da influéncia do arranjo espacial dos atomos nas moléculas na interagdo com
macromoléculas biolégicas € o quanto isso influencia os processos bioquimicos,

fisioldgicos e farmacoldgicos tornou-se imprescindivel.

De acordo com o estado da arte do desenvolvimento de metodologias para a
separagdo enantiomérica, a cromatografia com fase estacionaria quiral tem sido uma
alternativa para a separacao dos enantidmeros com rapidez e tem se mostrado como uma
ferramenta bem estabelecida. Além disso, mostra que a combinagdo de uma técnica
cromatografica com a utilizacdo de um eluente supercritico conduz a um sistema
experimental com alta eficiéncia, diminuindo ou mesmo evitando o uso de solventes
organicos que provocam impacto ambiental. Em escala preparativa a aplicagao desse
método para a producao de materiais opticamente ativos em quantidades favoraveis para
testes biologicos, estudos toxicolégicos e até mesmo testes clinicos ganhou larga

aceitagao.

Através destas constatacbes em meio a literatura recente, a separacido da mistura
racémica por cromatografia preparativa € uma alternativa bem fundamentada para
disponibilizar as formas enantiomericamente puras do mitotano para posteriores testes

clinicos e averiguagao da atuagao destas formas no organismo.

Pioneiramente, o Laboratdrio de Biosseparagdo da Faculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP desenvolveu um trabalho de avaliacdo das condi¢des de operacao
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para a separagao dos enantibmeros do mitotano para posteriores analises bioldgicas
utilizando a coluna quiral Kromasil CHI-TBB e hexano/acetato de etila como fase movel.
Diante das dificuldades inicialmente encontradas, como o alto consumo de solvente
devido ao baixo limite de solubilidade desse antineoplasico em solventes organicos, as
altas diferengas de pressao necessarias a percolagdo da fase moével através da coluna
decorrente da alta viscosidade da fase movel e ainda a obtencéao final de solugdes com
volumes relativamente grandes de solvente propbe-se a substituigdo da fase movel

liquida por uma fase movel composta por fluido supercritico.

Nesse contexto pré-estabelecido, se inserem os avangos das metodologias
experimentais e das analises das condicbes de equilibrio termodindmico e de
transferéncia de massa na cromatografia preparativa quiral com fluido supercritico como
contribuicdes a serem fornecidas com o desenvolvimento deste trabalho. Ainda, soma-se
a utilizagdo de uma unidade de separagdo cromatografica funcionando pioneiramente
com fluido supercritico como eluente. Dessa forma, sera possivel prover as formas S e R
do mitotano com elevado grau de pureza o6tica para a realizagado de testes in vivo, de
modo a definir a atuacado individual de cada enantiémero e assim controlar ou reduzir os
efeitos toxicos desta substancia durante sua utilizagdo como adjuvante no tratamento do

carcinoma adrenocortical.
1.3. Objetivos

O presente trabalho se propde a avaliar a separagdo cromatografica dos
enantibmeros do mitotano utilizando as fases estacionarias quirais Kromasil CHI-TBB
quando utilizada a cromatografia com fluido supercritico e Chiralpak AD quando utilizada a

cromatografia liquida, visando alcangar os seguintes objetivos principais:

= Avaliar o equilibrio de adsor¢cao dos enantiomeros do mitotano em diferentes fases
moveis, liquida e supercritica a diferentes pressdes e em condi¢des diluida e

concentrada;

»= Projetar e comparar condigbes operacionais para a separagao dos enantidmeros

do mitotano em sistemas em batelada e leito mével simulado.
Para atingir esses objetivos, as seguintes metas foram definidas:

= Validar o aparato experimental para utilizagdo de CO, nas prossimidades do ponto

critico;



Reconhecer os fendbmenos de transferéncia de massa, hidrodindmicos e

termosdindmicos na separacao cromatografica para a condicao diluida;

Avaliar as isotermas de equilibrio através do método inverso a partir dos perfis de
eluigdo em condigdes de sobrecarga;

Avaliar os pontos 6timos de operagdo para sistema em batelada e LMS em
relagdo as variaveis de desempenho, produtividade, recuperagdo, pureza e

consumo de solvente.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1. Mitotano

O carcinoma adrenocortical (CAC) é um tipo de tumor do cértex adrenal, na
camada exterior da glandula supra-renal, considerado raro, ocorrendo a cada ano 25
novos casos infantis nos EUA. No sul do Brasil a incidéncia pediatrica é singular, 10 a 15
vezes mais casos sao diagnosticados a cada ano do que nos EUA e na Europa,
sobretudo nos estados do Parana e Sao Paulo, vitimando de 2,9 a 4,2 novos casos por
milhdo de pessoas (RIBEIRO et al., 2000). Esse aumento esta associado a uma mutagao
hereditaria do gene Tp53, detectada em todas as criangas acometidas pelo CAC, contudo
nao sao encontrados na literatura cientifica explicagdes para o surgimento de tal mutacao
e para a alta incidéncia no pais (PIANOVSKI et al., 2006).

O CAC pode desencadear quatro sindromes diferentes, sendo elas a virilizacdo
(masculinizagado), a Sindrome de Cushing, uma forma mista (geralmente associagdo de
virilizagdo e Cushing) e ainda a auséncia de excessos hormonais, quando se observa

apenas um efeito de massa (tumor palpavel) (KOPF et al., 2001).

O mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano) é um agente quimioterapico oral
indicado para esse tipo de tumor quando ndo ressecavel completamente, recidivado ou
resultante de doenca residual apds cirurgia, cuja primeira terapia foi relatada em 1960, por
VAN BUREN & BERGENSTAL (LIM et al., 1990; WOOTEN & KING, 1993; BERRUTI et
al., 1998; KASPERLIK-ZALUSKA, 2000; KOPF et al., 2001).

O quimioterapico possui propriedades adrenoliticas dependentes da ativacao
metabdlica, resultando na geragao de intermediarios reativos ou na formagéo de o,p’-DDA
(1,1-o0,p’-diclorodifenilacético) (ANDERSSEN et al., 1999; KASPERLIK-ZALUSKA et al.,
1995; HAAK et al., 1994; VAN SLOTEN et al., 1984) e ocasiona atrofia citotoxica das
células das glandulas adrenais, normais e neoplasicas, em parte através da destruicdo de
mitocondrias (HUTCHISON & SHAHAN, 2004).



Estudos com o mitotano tém sido realizados em adultos, sendo o relato de ensaios
clinicos envolvendo criangas reduzido sem que haja ainda um consenso com relagédo a

posologia para a faixa pediatrica (DE LEON et al., 2002).

Nas concentragcbes consideradas terapéuticas, as reagdes adversas ao mitotano
parecem ser inevitaveis. Em 1984, VAN SLOOTEN et al. avaliaram os niveis toxicos e
nao-toxicos da droga monitorando a concentragcdo plasmatica e relacionando-a aos
efeitos terapéuticos. Dez anos apés, HAAK et al. (1994) confirmaram estes dados e tém
sido referéncia na monitoracdo das concentragdes plasmaticas de mitotano. Cerca de 14
ug/mL da droga foram necessarios para que sua agao terapéutica fosse exercida
plenamente. Contudo, niveis excedendo 20 pug/mL foram associados com toxicidades
neuromusculares. Segundo TERZOLO et al. (2000) a toxidade do mitotano tem sido o
maior limitante no tratamento do CAC porque de acordo com BOLLEN & LANSER (1992),
a incidéncia, a severidade e a persisténcia desses efeitos toxicos dificultam o tratamento,

provocando reducdes nas doses, interrupcdes ou até cessacao do tratamento.

O mitotano possui nhome comercial Lysodren e é produzido pela Bristol-Myers
Squibb, sendo comercializado na forma de comprimidos contendo 500 mg de principio
ativo. Seu fabricante recomenda, sem especificagdo de faixa etaria, que o tratamento seja
iniciado com doses de 2 a 6 g/dia, distribuidas entre 3 e 4 vezes, elevando até 9 a 10
g/dia de acordo com a resposta clinica e os efeitos adversos observados. (HEILMANN et
al., 2002).

Devido a sua caracteristica lipofilica, inicialmente o mitotano se acumula em tecido
adiposo e aparece em baixas concentragbes no sangue (TERZOLO et al., 2000;
SCHULICK & BRENNAN, 1999), podendo ser necessarios varios meses para a saturagao
da gordura. Este farmaco atravessa a barreira hemato-encefalica (BOLLEN & LANSER,
1992), depositando-se no tecido gorduroso cerebral. Apés a administracdo oral de
mitotano, apenas 60% da dose é absorvida, e desta parte, entre 20 e 30% é armazenada
nos tecidos, principalmente adiposo. Uma concentragao plasmatica maxima é obtida em
trés a cinco horas e um equilibrio de mitotano entre o plasma e os tecidos & alcangado em
12 horas (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2007; HUTCHISON & SHAHAN, 2004).
Como reagdes adversas as doses elevadas administradas, 80% dos pacientes
apresentam problemas gastrointestinais como anorexia, nauseas, vomitos e diarréia e

40% toxicidades neuroldgicas, como depressdo do sistema nervoso central, tontura,



vertigem, cefaléia, confusdo e fraqueza (HUTCHISON & SHAHAN, 2004; BOLLEN &
LANSER, 1992).

O emprego de mitotano pode ser mantido enquanto houver evidéncias de redugao
do tamanho do tumor e o paciente puder suportar as reagdes adversas, contudo, na
literatura, ndo se encontra uma indicagdo formal ou um consenso sobre a duragdo do
tratamento com esse farmaco (HUTCHISON & SHAHAN, 2004). No Brasil, o Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e no Hospital Erasto Gaertner -
Liga Paranaense de Combate ao Cancer (HEG- LPCC), o mitotano & utilizado por um
periodo minimo de 18 meses, para pacientes em remissao da doenga, de acordo com a

resposta clinica e as reagdes adversas.

ABRAHAM et al. (2002) perceberam que, apds a administragdo de mitotano por
tempo prolongado, pequenas doses diarias sao suficientes para manter as concentragbes
entre 10 e 20 ug/mL e, segundo estes autores, alguns pacientes necessitam de 0,5a 1g
de mitotano. Doses menores reduzem significativamente as reagdes adversas, tornam os
tratamentos mais toleraveis e reduzem as interrupcbes e cessacoes. DICKSTEIN et al.
(1998) e TERZOLO et al. (2000) sugeriram que esquemas terapéuticos com baixas doses
de mitotano, mantidos por longos periodos, podem ser viaveis e podem trazer melhoras a
qualidade de vida do paciente, com minimizacao dos efeitos adversos e maior adesao ao

tratamento.

A estrutura da molécula do mitotano (Figura 2.1) apresenta um carbono quiral
representado pelo asterisco, pressupondo-se, dessa forma, a existéncia de enantibmeros
R e S do o,p’-diclorodifenildicloroetano. Em muitos casos, a ocorréncia de formas
enantioméricas provoca agdes farmacologicas distintas e conflitantes no sistema
fisioldgico quando comparado aos efeitos observados por cada enantidmero puro e o fato
de medicamentos serem fornecidos na forma de mistura racémica pode ser
extremamente preocupante do ponto de vista da saude. Depois da tragédia ocorrida com
a talidomida, em razado do enantidmero S apresentar efeitos teratogénicos, levando, por
falta de conhecimento das diferengas toxicoldgicas entre os enantibmeros, a ma formagao
de milhares de fetos, novos modelos de estudos para farmacos quirais foram
desenvolvidos e, a partir de entdo, passou-se a estudar a influéncia do arranjo espacial
dos atomos nas moléculas na interagdo com macromoléculas biolégicas e 0 quanto isso
influencia os processos bioquimicos, fisioldgicos e farmacoldgicos (ORLANDO et al,
2007; CALDWELL, 1995).
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Figura 2.1. Estrutura quimica do mitotano (o,p’ DDD), cujo carbono quiral esta identificado

com %,

BUSER & MULLER (1995) separaram os enantidmeros do mitotano, testando as
colunas quirais de a, B e y-ciclodextrina permetilada com metanol e agua na proporgao
80:20 (% v/v) e acetato de trietilamina pH 4,5 como fase mével, a uma vazédo de 0,8
mL/minuto, a temperatura ambiente. Para a ultima coluna, obtiveram uma resolucao de

4.7, satisfatoria entre os enantidmeros do mitotano.

ALI & ABOUT-ENEIN (2002) utilizaram trés diferentes colunas quirais de
polissacarideo para a resolugcado dos enantidmeros do mitotano, da mesma forma que na
pesquisa anterior, ndo aplicados a amostras biolégicas. Com a coluna Chiralpak® AD-R
uma resolugcdo modesta, 0,6, foi obtida, utilizando acetonitrila e isopropanol na proporcao

de 50:50 (% v/v) como mistura eluente, a 1 mL/min e 23°C.

DIAS (2007) realizou pioneiramente, no Laboratério de Biosseparagdo da
Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp, investigagdes cientificas a respeito da
separagdo dos enantibmeros do mitotano através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O uso da coluna empacotada com fase estacionaria quiral Kromasil CHI-TTB
associado a fase movel hexano/acetato de etila na proporgéao 95:5 (%v/v) foi promissor na
enantioseparagao do racemato cujo R-(+)-mitotano foi o composto mais retido pela coluna

quiral.

ZANCANELLA (2008) utilizou os enantibmeros cedidos pelo Laboratério de
Biosseparagcdo da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp para avaliar o
metabolismo enantiosseletivo das configuragdes levogira e dextrégira do mitotano,
através de ensaios qualitativos realizados com amostras de plasma de pacientes. A
presenga de excesso enantiomérico para o (R)-(+) sugeriu que o (S)-(-) foi metabolizado
em maior proporcdo e assim, postulou-se a existéncia de caminhos metabdlicos
diferenciais para os enantidmeros do mitotano, ainda merecendo investigagbes as
possiveis diferencas terapéuticas e toxicas dos mesmos e, esse fato, pode caracterizar

inicialmente o primeiro relato conhecido sobre essa atuagéo.
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2.2. Sistema cromatografico linear

A cromatografia consiste em um método fisico-quimico de separagéo
fundamentado na migragéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacbes desses compostos entre duas fases imisciveis, a fase
movel e a fase estacionaria. A grande variedade de combinacgdes entre ambas as fases,
movel e estacionaria, torna a cromatografia uma técnica muito versatil e de alta
aplicabilidade (CASS & DEGANI, 2001).

Na cromatografia linear, as concentragbes de equilibrio do soluto na fase
estacionaria e na fase mével sdo proporcionais, ou seja, as isotermas de equilibrio sdo
retas partindo da origem. Os tempos de retencado sao independentes da concentracdo e
do volume de amostra e a altura do pico cromatografico &€ proporcional a quantidade de

cada componente na amostra injetada (GUIOCHON et al., 1994).

Contudo, na cromatografia ndo-linear, a concentragao de um componente na fase
estacionaria em equilibrio ndo é proporcional a sua concentragdo na fase movel. Esta é a
situacdo encontrada na grande maioria das aplicagdes cromatograficas em escala
preparativa. Os problemas da cromatografia ndo-linear sdo extremamente complexos
devido a interdependéncia dos perfis individuais, causados pela dependéncia da
quantidade de cada componente na solugdo contendo as varias espécies (GUIOCHON et
al., 1994).

Quando se considera a sobrecarga da coluna, dois procedimentos podem ser
descritos: a sobrecarga de concentragao e a sobrecarga de volume. O primeiro considera
o soluto muito soluvel na fase movel e é realizado com volume de injegao constante de
solugdes em concentragdes crescentes. Com esse aumento da concentragdo da solucao
injetada é esperado que as bandas cromatograficas sejam distorcidas podendo também
ocorrer 0 aumento das suas caudas. O ultimo considera o soluto com solubilidade baixa
ou até intermediaria na fase mével. A partir de uma solugdo concentrada preparada para
faixa de solubilidade do analito na fase mével, volumes crescentes da mesma solugéo sdo
injetados no sistema cromatografico e, esse aumento do volume de injegdo pode resultar
na deformacéao do pico (MACHERY-NAGEL, 2000; LEE, 1993).

Parametros cromatograficos fornecem informagdes acerca da distribuicdo do
composto entre a fase estacionaria e a fase movel e assim sao Uteis para a avaliacao e

verificagdo da eficiéncia da separacao de compostos na coluna cromatografica (SEWELL
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& CLARKE, 1987). O tempo de retengao (ir) € proporcional a forga de interagdo de cada
composto com a fase estacionaria enquanto que o fator de retencéo ou de capacidade (k;)
€ uma medida adimensional que depende da distribuicdo do componente de interesse
entre as fases mével e estacionaria, e pode ser definido por (SCHMIDT-TRAUB, 2005):

. it (1)

onde tr; é o tempo de retencado do composto em estudo (min) e f, é o tempo de retencéo

de um composto nao-retido (min).

A relagdo entre os fatores de retengdo do componente mais retido j pelo do
componente menos retido j corresponde a outro parametro de fundamental importancia
em cromatografia e € chamado de fator de separagéo (a) ou seletividade. Ele mede a
seletividade da separagéo para duas bandas adjacentes e seu valor depende da espécie
de fase estacionaria e/ou da fase mével, podendo assumir valores maiores ou iguais a
unidade a temperaturas diferentes (SCHMIDT-TRAUB, 2005) e é definido como mostra a
Equacao (2):

2.2.1. Método dos momentos e altura equivalente a um prato teérico

Analise dos momentos € uma ferramenta usual para determinagdo de coeficientes
de dispersao axial e parametros de transferéncia de massa a partir de experimentos de
pulsos cromatograficos com solugdes diluidas (MIYABE & SUZUKI, 1992). Esta técnica
consiste na analise da concentracdo do soluto como uma funcdo do tempo na saida do
leito fixo em resposta a concentragdo do soluto no pulso na entrada do leito fixo. Para
solugdes diluidas, a curva de equilibrio sdlido-liquido pode ser representada como uma
reta conforme a Lei de Henry (GUIOCHON et al., 1994).

Por definicdo dos momentos de uma distribuicdo, o n-ésimo momento do perfil de
banda na saida do leito cromatografico de comprimento z = L é calculado pela Equagéo
(3) (GUIOCHON et al., 1994):
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M, = TC(t,L)t”dt ®)

O n-ésimo momento absoluto ou normalizado é entdo expresso pela Equacgao (4)
(Guiochon et al., 1994):

_[C(t, L)t"dt
n 0

py =— =t ——— (4)
M, jC(t,L)dz

e 0 n-ésimo momento central € dado pela Equacao (5):

TC(t,L)(t — ) dt

My, = (5)

TC(t,L)dt

O primeiro momento absoluto 4, corresponde ao tempo de retengédo da banda, e
esta relacionado com a forga de ligagao, isto €, com a constante de equilibrio (RUTHVEN,

1984), representado pela Equagéo (6):

L =t, =u£[1+(1—8)8p] (6)

0

Ja o segundo momento central u, € relacionado ao espalhamento do pico,
causado por desvios do equilibrio. Fornece informacbes sobre a difusdo e esta

relacionado ao espalhamento do pico. Quando o pico cromatografico de eluigdo for
Gaussiano, /_42 torna-se igual & varidncia o?, como expresso pela Equagdo (7)

(RUTHVEN, 1984).

__0_2_2_L&1+(3jl2+ £ 1
#e w lu?| \-g)k| \l-¢)Kk (7)

m
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onde L é o comprimento da coluna (cm), u, € a velocidade intersticial (uy = u/g) (cm/min), &
€ a porosidades do leito, D; € o coeficiente de dispersdo axial, k,, € o coeficiente de

transferéncia de massa global (min™") e K, a constante de equilibrio, é dada pela Equacdo

(8):
K=¢,+(1-¢,)He (8)

onde &, € a porosidade da particula e He € a constante de Henry.

A altura equivalente a um prato tedérico (HETP) é a medida conjunta das nao-
idealidades da fluidodinamica (disperséo axial) e da resisténcia a transferéncia de massa
(SCHMIDT-TRAUB, 2005). Este parametro avalia a eficiéncia de uma coluna
cromatografica sob determinadas condigdes de operacao por unidade de tempo da coluna
(SNYDER & KIRLAND, 1979). Segundo SNYDER & KIRLAND (1979), o principal objetivo
na separagao cromatografica € a obtengdo de pequenos valores de HETP com elevada

eficiéncia de separagao que € relacionada ao valor de N.

O valor de HETP para uma coluna cromatografica pode ser calculado

aproximadamente através da equagéo de van Deemter, como mostra Equacgao (9):

C

H=A+Bu0+u— (9)
0

A=2y,d, (10)

B=2yD, (11)

1—¢)\ K - -
e~ (] 12

onde y; e y, sdo parametros da equacéo, d, é o didmetro das particulas (um), Dy é a
difusividade molecular, K é a constante de equilibrio de adsorgao e k,, é o coeficiente de

transferéncia de massa global (min™).

Os trés termos da Equacéo (9) A, B e C sao coeficientes empiricos (GUIOCHON,
2002). O termo A refere-se ao alargamento dos picos devidos aos caminhos tortuosos
seguidos pelas moléculas da amostra. Para minimizar este termo é necessario usar
colunas com didmetros internos pequenos, bem recheadas e particulas com tamanho

pequeno e uniforme. O termo B esta relacionado com a difusdo molecular do soluto na
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fase movel, podendo ser minimizado trabalhando-se com a massa especifica da fase
movel (COLLINS et al., 2006). O termo C é uma fungao dos efeitos de transferéncia de
massa do soluto entre as fases moével e estacionaria. Neste caso, vazées menos de fase

movel minimizam estes efeitos (COLLINS et al., 2006).

O HETP fornece uma interpretacgao fisica simples dos efeitos de dispersao axial e
de resisténcia a transferéncia de massa sobre o desempenho da coluna e seu conceito é
valido somente quando a taxa de transferéncia de massa é relativamente rapida e os
perfis dos picos de eluigdo sao Gaussianos (GUIOCHON & LIN, 2003). A influéncia dos
diferentes parametros de transferéncia de massa na eficiéncia global da coluna é
mostrada na Figura 2.2, onde a eficiéncia representada pela altura de pratos é plotada

versus a velocidade da fase movel.

HETP (cm)

Clua

Ue (Cm/min)

Figura 2.2. Relagao entre HETP e a velocidade intersticial da fase movel (up).

A curva representa, na pratica, um modo de selecionar a vazdo étima de uma
corrida cromatografica. Na curva superior representa o perfil de HETP versos up ha um
valor minimo para a altura dos pratos a uma dada velocidade, a velocidade 6tima. Abaixo
desta, HETP ¢é fortemente dependente dos efeitos de difusdo (termo B) e a altas
velocidades é fortemente dependente do termo de transferéncia de massa (termo C)
(Sewell & Clarck, 1987).

Em sistemas com isoterma de adsorcdo linear, a eficiéncia da coluna
cromatografica € avaliada pela andlise de HETP, podendo ser calculada através da
Equacao (13):

Lo L
HETP= = (13)

2

U
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onde L é o comprimento da coluna (cm) e N é o numero de pratos, calculado pela
Equacao (14) a partir de tz;, 0 tempo de retengéo do soluto i (min) e wy, a largura do pico

a meia altura:

tRi ’
N=55 ; (14)
h

A contribuicdo da difusdo molecular em cromatografia liquida é geralmente
desprezivel quando comparados com outros processos envolvidos na separagao. Os
efeitos da difusividade molecular sdo apenas perceptiveis a baixas vazbes da fase movel.
Desta forma a Equagao (9) pode ser representada pela equagao modificada que possui a
forma apresentada pela Equacéo (15), onde k., é o coeficiente de transferéncia de massa
global e K corresponde ao termo relativo ao equilibrio de adsorgao.

)
HETP:2DL+2u( £ j 1 1+[ £ ji (15)
u, l-¢)k,K l-¢)K

O termo D, representa o coeficiente de dispersdo axial da coluna e, segundo

GUIOCHON et al. (1994), considera-se que a dispersao axial resulta de dois mecanismos
diferentes, difusdo molecular e difusdo turbilhonar. Como primeira aproximacgéao, estes
efeitos se somam de forma que o coeficiente de dispersdo seja representado pela
Equacao (16):

D, =yD, +}/2dpu (16)

em que, Dy é a difusividade molecular, »; e j» sdo as constantes geométricas ou
parametro da equacao da dispersdo axial que possuem normalmente valores 0,7 e 0,5
respectivamente (GUIOCHON et al., 1994).

A resolucédo (Rs) da separagdo de um sistema cromatografico depende de trés
parametros importantes, fator de capacidade (a), seletividade (k) e eficiéncia da coluna

(N), como expressa a Equagéao (17) em relagdo ao componente i menos retido.

R,(C)= (a _ 1)&@
(k,+1) 4
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Ainda, é relevante destacar que para a otimizagao de sistemas de cromatografia
preparativa é imprescindivel fazer varias consideracdes desde o inicio do processo, com
base nos parametros anteriores. Para garantir a eficiéncia do sistema, boa qualidade do
empacotamento, pequeno alargamento da banda devido a dispersao axial e baixa
resisténcia a transferéncia de massa devem ser necessarios e a queda de pressao deve

ser a menor possivel de forma a permitir a operagao a maxima velocidade linear.
2.3. Cromatografia quiral

Nos ultimos anos, com o aumento da pressao exercida pela comunidade cientifica
para restringir o uso de farmacos quirais em sua forma racémica, as industrias
farmacéuticas tém se tornado, cada vez mais, interessadas em métodos para obtencao
de enantidmeros puros (MIHLBACHLER et al., 2002; DING et al., 2004). Essa restrigdo
advém de casos como o da talidomida, que na década de 50 era comercializada por uma
industria alema para tratamento de infecgdes respiratérias, mas associada a outras
substancias passou a ser administrada como sedativo. Enquanto seu enantidbmero R
promovia o efeito terapéutico, o enantibmero S confirmou posteriormente ser um potencial
teratogeno (SCHULER-FACCINI et al., 2002).

A obtencdo de enantibmeros puros representa um grande desafio a quimica
moderna, devido as propriedades termodindmicas similares dos mesmos. A separacao de
enantidbmeros tanto em condi¢gdes analiticas quanto preparativas € de importancia crucial
e, um grande avanco foi conseguido a este respeito, nas ultimas décadas (PARK et al.,
2004; CASS & DEGANI, 2001). A cromatografia com fase estacionaria quiral é
considerada hoje ser a mais eficiente e a rota geral de obtengdo de enantibmeros com
elevada pureza otica e tem sido uma ferramenta na pesquisa farmacéutica e no
desenvolvimento de novas drogas (ANDERSSON & ALLENMARK, 2002).

Embora varios modos cromatograficos estejam disponiveis para a resolugdo de
enantibmeros, a cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico € mais
freqientemente usada hoje, baseada em fases estacionarias quirais, por se tratar de
processos diretos, pela simplicidade na analise da pureza enantiomérica e ser de facil
extensdo para escala preparativa. A resolucdo direta é possivel desde que exista
reconhecimento quiral entre a mistura enantiomérica e o seletor quiral que deve associar-
se preferencialmente a um dos enantibmeros e pode estar ancorada a fase estacionaria
(PARK et al., 2004; CASS & DEGANI, 2001).
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O potencial para separagcdo de enantibmeros através do uso de adsorventes
quirais nao racémicos ha muito tem sido reconhecido, desde os anos 20, com varias
tentativas de adsorcdo enantiosseletiva usando adsorventes poliméricos quirais naturais
como celulose, inclusive a observacao da rotagao 6tica induzida em solugcbes racémicas
de tintas usadas para tingir 1. Em escala preparativa, a cromatografia quiral € hoje
considerada a técnica mais geral e eficiente para a obtengdo de enantibmeros com
elevado grau de pureza dtica e tem sido uma ferramenta importante na pesquisa
farmacéutica e nas fases iniciais do desenvolvimento de novas drogas (SILVA Jr. et al.,
2006).

HENDERSON & RULE (1939) demonstraram o potencial do método
cromatografico para a separagdo em escala preparativa usando fase estacionaria quiral,
nas primeiras tentativas com lactose e, desde entdo, o método sofreu um
desenvolvimento espetacular devido a evolugao paralela das técnicas cromatograficas e
do surgimento de inumeras fases quirais. Diferentes razées podem ser atribuidas a este
forte desenvolvimento, como a importancia da relacdo entre a estereoquimica de um
composto quiral e sua atividade biolodgica ter sido reconhecida; em paralelo, a sintese
enantiosseletiva ter sido considerada uma novidade, prometendo desafios na quimica
organica e necessitando inovacdes e suporte analitico e o fato de em muitos casos a
cromatografia ser o método mais eficiente e rapido para a preparagao dos enantidmeros
ou ainda, unica alternativa na impossibilidade de sua sintese (FRANCOTTE & JUNKER-
BUCHHEIT, 1992).

O interesse em cromatografia sub e supercritica esta baseado nas vantagens
tedricas e praticas quando comparada com HPLC além de que a cromatografia quiral € a
unica técnica que propicia a obtencdo de compostos enantiomericamente puros em
grandes quantidades em relagcdo as outras técnicas disponiveis para a resolucdo de
enantibmeros: a quimica enantiosseletiva ou sintese enzimatica e a resolugdo quiral
através da derivatizacdo, consideradas longas, caras, com relativa baixa
enantioseletividade e trabalhosas (JUZA et al., 2000). Ainda, seu avango tem sido
promovido pelas exigéncias regulatorias relativas a pureza de drogas quirais aliado ao
fato de que fluidos com fluido nas proximidades do ponto critico tém propriedades que se
adaptam unicamente a separagbes quirais (TERFLOTH, 2001; WILLIANS & SANDER,
1997).
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Segundo FRANCOTTE (1994), pelo menos durante a fase de testes preliminares
de novas drogas quirais, a técnica de cromatografia permite acesso rapido aos
enantidmeros puros e podem vantajosamente substituir a elaboracdo frequientemente
prolongada de uma sintese enantiosseletiva. Uma grande variedade de drogas racémicas
ja tem sido separada através de fases estacionarias quirais - FEQs - cobrindo diferentes
classes terapéuticas de compostos tais como analgésicos, tranquilizantes, diuréticos,

anticonvulsivos e antineoplasicos.

Sobretudo, ha basicamente duas formas de separar um par de enantidmeros por
cromatografia quiral. Na primeira, de forma indireta, o par de enantibmeros é convertido
em um composto covalente diastereomérico através da reacdo com um reagente quiral e
estes sao separados usando-se uma fase estacionaria aquiral. Ja na segunda, de forma
direta, os enantibmeros e seus derivados sao passados através de uma coluna contendo
uma fase estacionaria quiral onde sera promovida a separacdo, freqientemente mais
usado pela facilidade de operagao (AHUJA, 2000).

O mecanismo de separacao de enantibmeros através do uso de FEQ baseia-se
em na interacado seletiva enantibmero-fase estacionaria. A teoria de interagcdo dos trés
pontos - regra dos trés pontos - idealizada por DALGLIESH em 1952 explica o
reconhecimento quiral proposto para a resolugdo de enantibmeros assumindo que trés
simultaneas interagdes s&o necessarias entre o enantibmero e a FEQ. Uma delas pode
ser estérica de acordo com a superficie da FEQ utilizada enquanto as outras duas
necessariamente envolvem a formacao de ligagcdes de hidrogénio ou interagbes polares
muito fortes (FORNSTEDT et al., 1997). O reconhecimento quiral significa a interagcao
preferencial de um enantibmero em relagdo ao outro e, quanto maior a diferenca de
energia entre os complexos diastereoisoméricos transitérios temporarios formados pelas
interagdes intermoleculares entre os enantibmeros e a FEQ, melhor a separacado desses
enantidmeros (AHUJA, 2000).

A superficie das fases estacionarias quirais contém dois tipos de sitios de
adsorgao, sitios tipo | e tipo Il, podem ser consideradas heterogéneas (FORNSTEDT et
al., 1997):

= Sitios tipo |: a cinética de interacdo é rapida, realizam todas as possiveis
interagbes moleculares de baixa energia entre as moléculas da substancia a ser
separada e os atomos ou grupamentos deles ao longo da superficie do adsorvente

incluindo interacdes hidrofdbicas e forgas dispersivas de London bem como
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interagdes polares envolvendo forgas de Debye & Keesom e pontes de hidrogénio.
Como o numero de interagbes desse tipo é muito vasto, contribuem

significativamente para a retengéo global;

= Sitios tipo Il: realizam, no entanto, as interacbes seletivas responsaveis pela
separacao enantiomérica, sendo aceita a teoria de interagcédo dos trés pontos entre

os enantidmeros e o seletor para que haja o reconhecimento quiral.

Uma fase estacionaria quiral (FEQ) consiste de uma matriz aquiral, como silica
porosa com ligantes quirais unidos quimicamente ou fisicamente, por exemplo. Esses
ligantes podem ser substancias pequenas tais como fases de Pirkle, maiores como
ciclodextrinas ou ainda macromoléculas, como derivados de celulose, glicopeptideos
macrociclicos ou proteinas imobilizadas (LINDHOLM & FORNSTEDT, 2005;
ARMSTRONG & ZUCOWSKI, 1994; PIRKLE & FINN, 1981). Trés propriedades fisicas da
silica gel sdo consideradas importantes: o tamanho do poro, a area superficial e o
didmetro da particula. A eficiéncia da coluna aumenta a medida que se reduz o didmetro
da particula e o tamanho do poro e a area superficial da silica gel tendem a variar
inversamente entre si, pois quanto menor o tamanho do poro, maior a area superficial
(BEESLEY & SCOTT, 1998).

2.3.1. Cromatografia quiral com fluido nas proximidades do ponto critico

No que diz respeito aos fluidos nas proximidades do ponto critico, suas
propriedades fisico-quimicas intermediarias a liquidos e gases, se aproximando das
melhores caracteristicas de cada um, como o alto poder de solvatagdo do liquido e a
baixa viscosidade do gas, conferem vantagens quando comparados aos liquidos
(RAJENDRAN, 2006; CARRILHO et al., 2001). O poder solvente do fluido € uma fungao
da sua densidade, que quanto mais alta maior seu poder de solvatacao.
Conseqlientemente, a uma determinada temperatura, esse poder de solvatacado do fluido
pode ser alterado de acordo com o que o processo requer através da escolha de uma
pressdo operacional apropriada e de acordo com a seletividade adequada para o
aumento de escala e operagcdo em sobrecarga. Ainda, a forga do eluente é alterada pela
modificacdo da densidade do fluido nas proximidades do ponto critico variando-se
temperatura e/ou presséo (LEE & MARKIDES, 1990).

De acordo com SIE & RJINDERS (1967), para a maioria dos solventes a presséo

constante, um decréscimo do fator de retencéo (k) pode ser observado aumentando-se a
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temperatura desde a ambiente, devido ao aumento da solubilidade do soluto. Apds a
temperatura critica, o fator de retencdo aumenta consideravelmente, sobretudo para
pressdes proximas ao ponto critico e, para maiores valores de pressao, a curva passa por
um maximo a partir do qual retoma aos niveis observados em menores temperaturas. Tal
comportamento pode ser elucidado pelo aumento do volume livre da fase movel,
reduzindo a solubilidade e levando a um desvio na particdo em favor da fase estacionaria,
pois se elevando a temperatura, a pressao de vapor e a solubilidade do soluto aumentam
e a concentracdo na fase estacionaria decresce sendo transferida para a fase mével e

reduzindo k.

Ainda, a densidade e a solubilidade de um solvente nas proximidades do ponto
critico variam fortemente com relagdo a pressdao e da temperatura na regido critica,
alterando inclusive o processo de eluicdo (DOBBS et al., 1987). Segundo SNYDER et al.
(1979), para a maioria dos sistemas estudados, log k varia linearmente com a presséao até
um valor préximo a pressao critica, a partir da qual comeca a decrescer. Neste ponto de
maior inflexdo, foi observado que temperaturas menores diminuem a volatilidade dos
solutos fazendo com que tenham um maior fator de retengao a baixas pressdes e, acima
da presséao critica, uma temperatura menor causa uma eluicdo mais rapida devido ao

aumento da densidade.

Como apresentam alto poder de solvatacdo de substancias apolares, a
solubilidade de muitos compostos organicos torna-se maior em fluidos nas proximidades
do ponto critico, quando comparada a solubilidade em condi¢cbes normais de temperatura
e pressao, o que permite o processamento de solugdes com alta concentragao,
contribuindo para o aumento da produtividade do processo de separagao (WILLIAMS &
SANDER, 1997; WHATLEY, 1995). Aléem disto, a baixa viscosidade dos fluidos nas
proximidades do ponto critico provoca menor queda de pressao na coluna, favorecendo a
percolacao através da coluna cromatografica (JUSFORGUES & SHAIMI, 1998). Por esta
razao, tamanhos menores de particulas podem ser usados no leito empacotado, o que
gera maior eficiéncia para a coluna (COX, 2005).

Em cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico, baixas
temperaturas operacionais comparadas a cromatografia gasosa (CG) reduzem a
probabilidade de racemizagédo da mistura ou em FEQs, freqliientemente resultam em uma

enantioseletividade melhorada. A alta difusividade dos solutos e a reduzida viscosidade
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do eluente também provéem vantagens na eficiéncia e tempo comparada a cromatografia
liquida (CL) (STRINGHAM et al., 1996).

Frequentemente CO, tem sido utilizado como fluido para separagdo nas
proximidades do ponto critico principalmente porque requer baixas condigdes de
temperatura e pressao (Tc = 31,3°C e Pc = 72,9 bar) para manter-se nesse estado além
de ndo ser explosivo ou téxico, comparado a outros fluidos (COX, 2005). Entretanto, o
CO, é um componente apolar o que compromete o poder de solvatagcao e separacao de
substancias polares. Porém, a adi¢cao de solventes modificadores como etanol ou metanol
entre outros principalmente de baixa, massa molecular, aumenta a solubilidade do soluto
no meio (RAJENDRAN, 2006; COX, 2005; DEPTA et al., 1999; SMITH, 1988).

Particularmente para o mitotano, embora TROTTA (2001) comente que a molécula
€ pouco soluvel em agua, a presenca de atomos de cloro confere polaridade a molécula o
que evidencia a necessidade de solventes modificadores polares adicionados ao dioxido
de carbono apolar.

O fato da polaridade do gas carbénico ter sido comparada freqlientemente com a
do hexano, facilitou a transicdo da cromatografia liquida em fase normal para a
supercritica (MOURIER et al., 1985). A experiéncia acumulada durante os ultimos anos
aliada as vantagens oferecidas pelos fluidos nas proximidades do ponto critico tem
confirmado a promessa inicial tornando a cromatografia com fluido nas proximidades do
ponto critico uma ferramenta confiavel para processos em grande escala (JUSFORGUES
& SHAIMI, 1998). Hoje, a cromatografia preparativa com fluido nas proximidades do ponto

critico pode ser vista como uma poderosa técnica de separacao para a industria.
2.4. Analise termodinamica na adsorgao
2.4.1. Condigoes diluidas

O estudo termodindmico é uma estratégia que tem sido amplamente empregada
para explicar o mecanismo de retengao enantiomérica em fase estacionaria quiral ja que o
processo de separacao direta dos enantibmeros S e R pode ser caracterizado pelas
propriedades termodinamicas - AG’, AH’ e AS® (SCHLAUCH & FRAHM, 2001; AHUJA,
2000; FORNSTEDT et al., 1997; PIRKLE, 1991).

Separagdes cromatograficas quirais sdo determinadas pela diferenga de energia

livre de adsorcdo dos enantibmeros e essa diferenca pode ser calculada a partir da
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seletividade, onde kr € ks sdo as constantes de associagao relativas as configuragbes R e
S do enantiobmero (SCHLAUCH & FRAHM, 2001; AHUJA, 2000; SCHURIG, 1994):

AAG = AAH —TAAS® = —RTIne = —RT In <2 (18)

S
A dependéncia do fator de retengcdo k em relagdo a temperatura é usualmente
expressa através da Equacao (19) (SCHLAUCH & FRAHM, 2001):
G" _AH° 1 AS°

1nk=—A +Ing = —+
RT R T R

+1In¢ (19)

em que AG’ é a energia molar de Gibbs do soluto, AH® e AS® sdo a entalpia (kJ/gmol) e a
entropia (J/gmol.K) padrdao de adsorgéo, respectivamente, R é a constante universal dos
gases (0,082 atm.L/gmol.K), T a temperatura absoluta (K) e ¢ € a razdo entre o volume de

fase estacionaria e volume de vazios da coluna.

Assumindo que AH? e AS? sdo constantes dentro de uma faixa de temperatura
relevante, o grafico de In k versus 1/T é capaz de fornecer os valores de AH’ e AS? a partir
da inclinagdo e da intersecdo com o eixo da ordenada, AHYR e AS%R + In ¢, nessa
ordem. Em cromatografia quiral, entretanto, os graficos de van't Hoff podem apresentar
desvios da linearidade devido a ndo-homogeneidade da superficie da FEQ causada por
mecanismos de retencgdo distintos e, como consequéncia, os calculos das propriedades
termodindmicos podem ser realizados de forma errada (SCHLAUCH & FRAHM, 2001;
SCHURIG, 1994).

Em analogia a equacdo de van’t Hoff, diferentes interagbes entre os dois
enantibmeros e a fase estacionaria podem ser expressas como a diferenca de energia
molar para os dois enantidbmeros, calculada a partir do fator de separagao (a) através da
Equagéo (20) (KUSTERS & SPONDLIN, 1996):

_AAG® _ AAH® 1, AAS’
RT R T R

Ina = (20)

onde AAG?, AAH? e AAS? representam as diferencas de AG®, AH’ e AS? para um dado par
de enantibmeros respectivamente. A baixas temperaturas, a separacao € controlada pelo
termo entalpico, AAH’, caso mais comum em cromatografia liquida, e é expresso pelo
decréscimo na seletividade com o aumento na temperatura (SCHLAUCH & FRAHM,

2001). Se a dependéncia de In k e In a versus 1/T (graficos de van’t Hoff) € uma relagao
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linear, entdo pode ser assumido que AH® e AS® sdo independentes da temperatura, os
enantidbmeros interagem com o seletor quiral por um mecanismo de associagdo simples
(ROJKOVIEOVA et al., 2004).

A certa temperatura, a temperatura enantiosseletiva T, 0 termo entalpico &
compensado pelo termo entrépico, conduzindo a uma completa perda de separagao quiral
(AAGO=0). Acima da T, a separacao melhora com a ordem de eluicdo dos enantiobmeros
invertida e assim a enantioseletividade € dominada pelo termo entropico (SCHLAUCH &
FRAHM, 2001; AHUJA, 2000):

_AAH
IS0 AA SO

2.4.2. Influéncia da pressao e composi¢ao do modificador no equilibrio

Assumindo que a retencdo do soluto reflete a distribuicdo deste entre as fases
movel e estacionaria no estado de equilibrio, o fator de retencdo do soluto pode ser

escrito também como:

CrsVis _ Vs ViVis
CoVoi YV Viu

k:

(22)

onde Crs e Cry sao as concentragdes do soluto nas fases estacionaria e moével, Vs e Vry
sdo os volumes totais das fases estacionaria e movel, V, e V), sdo os volumes molares e
Ys € yu séo as fragdes molares do soluto nas fases estacionaria e movel (SUNOL et al.,
1994). Consideragbes no equilibrio de fase permitem definir o coeficiente de fugacidade e
a solubilidade do soluto na fase mével, como descreve ROTH (2004).

Considerando-se os efeitos da pressado, pode-se obter o comportamento da
retencdo do soluto com a variagdo da mesma igualando-se o potencial quimico do soluto

nas fases movel e estacionaria, de acordo com SUNOL et al. (1996) e tem-se:

{Mnk} V-V [Glan} {8lnp5} {alnafm —VTM)}
= - + + (23)
T T T T

oP RT oP oP oP

onde V,7e V,” séo os volumes parciais molares do soluto nas fases mével e sdlida a

diluicdo infinita e py e ps sdo as densidades molares das fases mével e sdlida, nessa

ordem.
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Para uma fase estacionaria incompressivel, podemos reduzir a equacao anterior a

Equacao (24):

[mnk} _[V;—Zw]_k
P | cm (24)

Dada a solubilidade do soluto em um fluido nas proximidades do ponto critico a
diluigdo infinita segundo GITTERMAN & PROCOCCIA (1983), tem-se, de acordo com a
Equacéo (25):

alnym _ [le _I7moo]
oP |~ RT (25)

onde k., € a compressibilidade isotérmica da fase movel e V, € o volume molar do soluto

solido. Na ultima relacdo, assume-se que o volume parcial molar do soluto a diluicao
infinita, I7A;°, € aproximadamente igual ao na solugédo saturada, I7M, desde que para

pequenas quantidades de soluto na fase moével.
Substituindo-se 17]; a partir da Equacgao (25) na Equacao (24), chega-se a equagao

que expressa a relagdo com a solubilidade do soluto na fase mével com a variagao da
pressao, a temperatura constante, demonstrada pela Equacgéao (26).

olnk| [V, =V"] [dlny,
b | = 'Rt | ap | e (26)
T T

YONKER & SMITH (1988) detectaram trés casos, onde ¥,*é igual, menor ou
maior que Vs, Quando iguais, ndo ha interacbes intermoleculares entre a fase
estacionaria e o soluto e quando diferentes (I7S°‘°>Vso, ou I7S°°<Vso,), ha particado do soluto
entre as fases mével e estacionaria (ou solida).

Considerando que a constante de Henry reflete a distribuicdo do soluto entre as

fases movel e estacionaria adicionada dos efeitos da nao-idealidade da fase fluida, se

conhecido o fator de retengao (k), pode ser representada como segue:

e =[5 )i @7)

onde ¢ é a porosidade do leito.
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Segundo WENDA & RAJENDRAN (2009), o poder solvente de um fluido nas
proximidades do ponto critico é fungdo da temperatura e da pressao dado que a
temperatura constante, ele aumenta proporcionalmente ao aumento da pressio. Dessa
forma, a particao do soluto entre as fases moével e estacionaria descrita pela constante de
Henry, € uma forte fungdo da densidade do solvente, que quanto mais alta propicia

menores valores de He.

Como a adicdo de um modificador polar ainda ocasiona dois tipos de impacto na
separacao, alteracdo do poder solvente da fase mével e competicdo com o soluto pelos
sitios de adsorgéo, que influenciam diretamente He do soluto, entdo, tanto a pressao
quanto a concentracdo de modificador podem ser usados efetivamente para melhorar o

desempenho do processo de enantioseparagao.

A quantificagdo da influéncia da pressdo e da concentragdo de modificador nas
constantes de Henry que reflete diretamente na retengéo do soluto torna necessario o uso

de correlagbes semi-empiricas como ferramentas pata tanto.

DI GIOVANNI et al. derivaram em 2001 uma relagdo empirica para a adsorg¢ao do
fluido presente na fase fluida composto por CO, supercritico e um modificador polar.
Utilizando tal relacdo, as equacdes de projeto para a operagdo de uma unidade de LMS
com fluido nas proximidades do ponto critico sob gradiente de pressao e trabalhando no
modo isocratico foram derivadas. Da mesma forma, RAJENDRAN et al. (2005b) adotou
uma estratégia similar, tal como é descrito a seguir. Quando a concentragao do soluto &
baixa, o equilibrio de adsorgédo pode ser descrito por uma relagao linear de acordo com a
Equacao (28):

n,: He,.C,. (28)

onde n; e C;sao, respectivamente as concentragbes do soluto i no adsorvente e na fase

fluida, em unidades de massa.

A uma dada temperatura, a relagédo entre a constante de Henry e a densidade da

fase fluida pode ser descrita segundo a Equacgao (29):

0\
He,.:He;)[p—j (29)
Y2
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onde He; e He sdo as constantes de Henry relacionadas as densidades na condicdo de
operacdo e na condigdo de referéncia. Os valores de densidade em cada condicdo de
operacdo podem ser obtidos usando uma equacgao de estado do tipo Peng-Robinson O
expoente empirico b; € uma fungéo do volume molar do soluto na fase fluida, a diluigao
infinita (RAJENDRAN et al., 2005b). A Equacgao (24) deriva teoricamente de estudos de
van WASEN & SCHNEIDER (1975) e PERRUT (1994) para sistemas diluidos e tem se
mostrado precisa na representacdo de sistemas cromatograficos com fluido nas

proximidades do ponto critico.

A presenca de solventes modificadores na fase fluida pode afetar o equilibrio de
adsorcao tanto através da sua influéncia na densidade da fase fluida, como também
através da sua influéncia na intensidade das forcas provocadas pela superficie do
adsorvente. O efeito da concentragdo do solvente polar adicionado a fase fluida na
superficie do soélido tem sido descrito através da seguinte relagado linear, descrita pela
Equacao (30) (RAJENDRAN et. al., 2005b) e foi chamada de modelo 1:

1
He, =——
" a,Cm+d, (30)
onde Cm é a concentracdo do modificador (%), enquanto a; e d; sdo constantes empiricas.
Ambos os efeitos apontados neste trabalho podem ser correlacionados a constante de
Henry combinando as Equacgdes (29) e (30), obtendo-se entdo a Equacgao (31), chamada
de Modelo 2:

b*
1 p°
He (Cm,P)= 31
( ) a,Cm+d, (p(Cm,P)] (31)

O expoente empirico b* pode depender linearmente da concentragdo de modificador
(RAJENDRAN et al., 2005b) e assim, a Equagéo (32) pode ser reescrita da seguinte

forma:

| ,00 (piCm+q;)
He\Cm,P)=
&(Cm.P) a,Cm+d, (p(Cm,P)j (32)
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2.4.3. Condigoes de sobrecarga

O estudo do equilibrio de fase é a parte da termodinamica que se preocupa com a
composicao de equilibrio de duas ou mais fases assim como a influéncia da temperatura
e da pressao nesta composicdo. A isoterma de adsorcao € a informacao mais importante
para modelar processos de separagdo em cromatografia liquida e é dada pela relacéo
funcional que representa a distribuicdo de solutos entre as fases liquida e solida no
equilibrio a temperatura constante (SCHMIDT-TRAUB, 2005).

Sob condi¢des de sobrecarga, as isotermas de adsor¢ao nédo sao lineares e esse
desvio da linearidade deve-se a varias razdes, principalmente relacionados a saturagao
e/ou a heterogeneidade da superficie ou as interagdes adsorbato-adsorbato na fase
liquida e/ou proximo a superficie do adsorvente (JAMES et al., 1999).

Em cromatografia linear, efeitos de dispersao axial e os processos de transferéncia
de massa sao o0s principais responsaveis pelo grande alargamento dos picos
cromatograficos (MIYABE & GUIOCHON, 1999). Em cromatografia preparativa, efeitos de
transferéncia de massa e dispersdo geralmente sdo menos importantes e é instrutivo
negligencia-los completamente, pois isto conduz ao modelo de cromatografia de equilibrio
classico ou ideal o que permite mais diretamente o estudo dos efeitos das fungbes de
equilibrio. Dessa forma, a base para varios métodos experimentais capazes de medir
isotermas de adsorcéao é fornecida (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Assim, o conhecimento do comportamento da isoterma contribui para explicar o
mecanismo de retencéo e pode ajudar a propor estratégias para melhorar a separagéao, e
conseqlientemente, a taxa de producdo. Isso é de interesse particular para separacoes
enantioméricas (MIHLBACHLER et al., 2002).

Além disso, as condigcbes otimas de operacdo e desenvolvimento de uma
separacao podem ser determinadas a partir de calculos computacionais. No entanto,
estes calculos requerem um conhecimento prévio sobre a cinética e a termodinamica dos
processos cromatograficos: a cinética é caracterizada pela transferéncia de massa na
coluna e a termodindmica pelas isotermas dos componentes da alimentagdo (GRITTI &
GUIOCHON, 2003). A otimizagdo computacional e o scale-up do processo de separagao,
de misturas binarias ou multicomponentes, em adsorventes quirais, € uma tarefa
complexa que requer, em escala preparativa, a selecao das condicbes de operacdo. Por

isso, a determinagdo das isotermas de adsor¢do dos componentes da alimentagdo é
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extremamente relevante no estudo de um processo de separagdo cromatografico. O
conhecimento das isotermas contribui para explicar o mecanismo de retencao e predizer a
taxa de produgdo e os custos de separacdo (ARAUJO et al. 2008, RIBEIRO et al., 2008,
ARNELL et al., 2005, FELINGER et al., 2003, ZHOU et al., 2003).

Diversos métodos experimentais para a determinagdo de isotermas de adsorcgdo
para um unico componente e para multicomponentes - isotermas competitivas - tém sido
reportados na literatura (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004). Esses métodos podem ser
classificados em estaticos ou dindmicos (GUIOCHON et al., 1994; JAMES et al., 1999;
RUTHVEN, 1984). Os métodos estaticos para determinagéo de isotermas ndo analisam a
curva concentragdo-tempo, apenas utilizam informacées no estado de equilibrio. Os
métodos dindmicos sdo baseados na andlise matematica das curvas resposta que
correspondem as mudangas bem definidas na alimentagdo da coluna cromatografica ao
longo do tempo (SEIDEL-MORGENSTERN, 2004).

Métodos dinamicos sado implementacbes dedicadas a cromatografia e que foram
desenvolvidos durante os ultimos 50 anos. Esses métodos incluem a analise frontal (AF),
analise frontal por pontos caracteristicos (AFPC), eluigdo por pontos caracteristicos
(EPC), métodos de perturbacdo (MP) e método inverso (Minv) (JAMES et al., 1999). Os
mais convencionais sao AF, AFPC e ECP. Na analise frontal (AF) a coluna é alimentada
pela solugcédo da substancia estudada de concentragdo conhecida até completa saturagao.
Ao atingir o equilibrio, uma nova solugéo de concentragao mais elevada € alimentada a
coluna até que atinja um novo equilibrio e esse procedimento € repetido gerando
sucessivas curvas de ruptura (degraus sucessivos) e cada uma fornecera um ponto na
isoterma de adsor¢do. Ja na analise frontal por pontos caracteristicos (AFPC), a
determinagdo da isoterma se da a partir do perfil difusivo obtido quando ha a substituigcao
do fluxo de uma solugdo do soluto na fase mével pelo de fase mével puro, ou entdo o
contrario (GOLSHAN-SHIRAZI & GUIOCHON, 1988). Ja na eluicdo por pontos
caracteristicos (EPC), um grande pulso de amostra ¢ injetado registrando-se seu perfil de
eluicdo, sendo assim a técnica experimental mais simples. Ao contrario do AFCP, uma
quantia limitada de soluto é injetada resultando em um pico de eluicdo ao invés da
diminuigdo de concentragéo de um platdé (JACOBSON et al. 1984).

As principais desvantagens dos métodos estaticos sédo a lentidao, a incerteza para
se atingir o equilibrio e a grande quantidade de soluto e adsorvente requerida para

medidas precisas (JACOBSON et al., 1984). Nesse cenario, o0 método inverso mostra-se
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como uma alternativa mais pratica que foi desenvolvida nos ultimos anos (ANTOS et al.,
2000; FELINGER et al., 2003; GRITTI & GUIOCHON, 2004; ZHANG et al., 2001). Este
método requer apenas pequenas inje¢des de diferentes concentragcdes de amostra assim
como o consumo de soluto e o tempo requerido sdo muito modestos. Os parametros da
isoterma sao calculados numericamente pela resolugdo de equacdes diferenciais parciais
inversas e o método de regressao usado ajusta os parametros de adsorgédo da isoterma
de uma maneira de iterativa, até que os perfis de eluicdo calculados coincidam com os
experimentais (FORSSEN & FORNSTEDT, 2006).

O primeiro uso do método inverso para determinar uma isoterma de adsorcio
binaria foi reportado em 1999 (JAMES et. al., 1999), onde o fracionamento do eluato era
executado para obter os perfis individuais de eluigdo. Mais tarde, FELINGER et al. (2003)
modificaram o método, tornando-o capaz de determinar isotermas de adsorcio binarias
de enantibmeros diretamente dos perfis de eluicdo, sem fracionamento. Comparacoes
entre a analise frontal e o método inverso confirmam que isotermas monocomponentes
obtidas por AF, MP e MI sdo muito similares entre si (CAVAZZINI et al., 2002).

A determinacao da isoterma pelo MI estima os paradmetros numéricos partindo da
selecdo de um modelo para tal isoterma. Entdo, perfis na faixa de sobrecarga séo
calculados com um modelo corretamente escolhido de cromatografia nao-linear e os
perfis medidos e calculados sdo comparados pela avaliagdo de uma fungao objetivo, tal

como:

minzi:r,.2 =minZ(C,-c -C) (33)

onde Cf e C{ sdo as concentragbes calculada e experimental no ponto i e r; é a diferenca
entre elas. Finalmente os parédmetros da isoterma sdo substituidos para minimizar essa

fungao objetivo usando uma rotina de otimizagado (FELINGER et al., 2003).

Caso a concentragdo dos solutos na fase moével seja baixa, o equilibrio de
adsorcao pode ser descrito por uma relacado linear entre as concentragcbes nas fases
estacionaria e movel, como ja mostrado na Equagédo (28). Essa isoterma é usada
normalmente na cromatografia analitica, onde fornece resultados satisfatérios. Quando se
trabalha com altas concentracdes, entretanto, surgem desvios da linearidade e interagdes
competitivas entre os diferentes componentes da alimentagédo, havendo necessidade de
modelos mais complexos descreverem o comportamento dos resultados experimentais
(GUIOCHON et al., 1994).
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Ja para altas concentragdes de soluto na fase moével, o equilibrio de adsorcao

pode ser descrito por relagcbes como as descritas por alguns dos modelos seguintes:

Modelo de Langmuir

A isoterma de Langmuir é a mais freqientemente usada como modelo de
adsorcdo, onde tipicos efeitos de competicido sob condicbes de sobrecarga em
cromatografia ndo-linear podem ser ilustrados. Considera que o processo acontece em
uma superficie composta de um numero fixo de sitios de adsorg¢ao de igual energia, uma
molécula sendo adsorvida por sitio até que a cobertura da monocamada seja atingida
(SEIDEL-MORGENSTERN, 2004; JAMES et al., 1999). Pela Equagéo (34) (SCHMIDT-
TRAUB, 2005):

__ HeG,
@ 14> 'bC (54

onde g é a quantidade adsorvida do componente i na fase solida, He é a constante de
Henry e b é o pardmetro da isoterma para dado componente i. A grande vantagem desse
modelo é o pequeno numero de parametros requeridos e a simplicidade de sua deducéo.
De fato, somente trés parametros sdo necessarios para descrever a adsorcio
competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade de saturagao (FELINGER et al.,
2003).

Modelo biLangmuir competitivo

Esse modelo é uma extensdo do modelo competitivo de biLangmuir quando esses
dois tipos de sitios coexistem na superficie da fase estacionaria. Assume que a superficie
da FEQ contém dois tipos diferentes de sitios homogéneos, o nao-seletivo e o
enantiosseletivo. Sitios nao-seletivos retém ambos enantibmeros enquanto os sitios
enantiosseletivos interagem diferentemente com esses dois enantibmeros, ligando-se
com energias diferentes e/ou possivelmente, diferentes capacidades de saturacao
(FELINGER et al., 2003). O modelo é descrito pela Equacgao (35) como:

bns,i i bs,iq

+q,
(q + C2) 1+ bs,lq + bs,ZCZ

qi = qns (35)

1+b

ns,i
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em que b,s; € a constante de equilibrio do componente i para a adsorgado nos sitios ndo-
seletivos, bs; € a constante de equilibrio do componente i para a adsorgao nos sitios
enantiosseletivos, g,s € a capacidade de saturacdo dos sitios nao-seletivos € g € a

capacidade de saturacao dos sitios enantiosseletivos.

Modelo Langmuir competitivo modificado

Este modelo é um caso particular do modelo de Langmuir competitivo e tem se
mostrado adequado para descrever a adsorgado em fases estacionarias quirais (NICOUD
& SEIDEL-MORGENSTERN, 1996). Na Equacao (36), He é a constante de Henry, g5 é a
concentracdo de solido saturado e b; é a constante de equilibrio de Langmuir para o
componente i (HAAG et al., 2001):

bC,

=HeC,+q — =1
q, MOy (36)

2.5. Modos operacionais
2.5.1. Cromatografia em batelada

O uso de técnicas cromatograficas para obtencao de quantidades significativas de
farmacos enantiomericamente puros € muito bem estabelecido. Separacées em batelada
e em sistema continuo, como leito mével simulado (LMS), tém se tornado nos ultimos
anos técnicas de rotina para separagao de enantiomeros (GRILL et al., 2004). A utilizagcéo
de sistemas LMS requer alto investimento em capital, 0 que nem sempre é possivel e,
neste contexto, a utilizacdo de técnicas em batelada aparece como uma alternativa
satisfatéria quando se deseja alcangar a separagao dos enantibmeros em quantidades
menores, ou seja, pequenas produtividades, suficientes para fases iniciais de
desenvolvimento (KENNEDY et al., 2004).

A precisdo da modelagem de processos de separagdo em batelada requer um
conjunto de equagdes de conservagdo de massa, condi¢gdes iniciais e de limites
apropriados que descrevam o processo exato implementado, isotermas de equilibrio e um
modelo adequado de cinética de transferéncia de massa. O processo cromatografico &
descrito por varios modelos de complexidade crescente, dentre os quais o modelo de
equilibrio dispersivo € o mais usado por considerar as resisténcias as transferéncias de

massa pequenas, ou seja, quando a transferéncia de massa é controlada pela difusdo na
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fase movel enquanto a troca dos eluentes entre as fases moével e estacionaria é rapida.
Esse modelo assume que ha um constante equilibrio dos componentes de alimentagao
entre as duas fases do sistema cromatografico e que a eficiéncia finita da coluna usada
pode ser considerada por contribuicdes adicionais para a disperséo axial. Ha um equilibrio
instantdneo entre a fase estacionaria e a fase moével e usa-se um termo aparente de
dispersdo que considera a dispersao axial e a taxa finita da cinética de transferéncia de
massa. O balango de massa desse modelo é descrito como mostra a Equagéo (37)
(PEPER et al., 2007):

5 FCGED

ac,(z,f)+(1_8Jaq"(z’t)+uacf(z’f>+q‘MZJ): s (37)
ot oz oz G

ot &

e as resisténcias a transferéncia de massa podem ser representadas em um Unico

coeficiente de disperséo aparente (D,p):

ul
D =|—
& (ZNJ (38)

onde C e g sdo as concentragdes do componente i na fase movel e estacionaria, t € o
tempo, z é a distancia ao longo da coluna, ¢ é a porosidade da coluna, u € a velocidade
intersticial da fase movel, D,, € o coeficiente aparente de disperséo axial, L é o
comprimento da coluna (cm) e N o numero de pratos para um componente j (SEIDEL-
MORGENSTERN, 2004; FELINGER et al., 2003; ZHOU et al., 2003; CAVAZZINI et
al.,2002; GUIOCHON, 2002; GUIOCHON et al., 1994).

Um sistema de equacgdes diferenciais parciais tem sua solugdo a partir de um
conjunto apropriado de condi¢des iniciais e limites de contorno que descreve em termos
matematicos o experimento que é realizado. A condigdo inicial da coluna, em eluicéo, é

seu equilibrio com a corrente de fase moével pura:
Ci(t=0,0<Z<L)=O (39)
enquanto que a condigao limite na entrada da coluna (t > 0 e z = 0):

C(t<t,,z=0)=C,, (40)
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Ci(t>tp,Z=0)=0 (41)

com o subscrito f indicando um valor de entrada e t, o tempo de injecdo. J& a condi¢do
limite para a saida da coluna, t>0e z=L (ZHOU et al., 2003)

«
oz

=0 (42)
z=L

Para a cromatografia em batelada, o desempenho do processo pode ser avaliado
através da produtividade (g/L.dia) e do consumo de eluente (L/g), como mostram as
Equacgdes (43) e (46), nessa ordem (TORIBIO et al., 2006; SEIDEL-MORGENSTERN,

1998):

Produtiv =V, ,C, Recup (43)
sendo:
mrecu
Recup=—""2*100 (44)
m,;
A
Pur = ——£ %100
ur A (45)
t
CSolv= & (46)

recup
2.5.2. Leito movel simulado

Nos ultimos anos a cromatografia preparativa tem aumentado sua importancia
como um processo de separagao e purificagado nas industrias farmacéutica, agroquimica e
de alimentos, substituindo técnicas classicas como a destilgdo quando estas nao sao
possiveis (DI GIOVANNI, 2000). Cromatografia preparativa, em particular Leito Movel
Simulado (LMS), é atualmente uma das mais importantes técnicas de separagao quiral na
industria farmacéutica e apresenta-se essencialmente como um separador binario
particularmente apropriado para separacdes quirais, que permite a alimentagdo e
separagao continua de misturas binarias (RODRIGUES & PAIS, 2004; ZHANG et al.,
2004).
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Maior produtividade, menor custo de operacao e produtos mais concentrados, sédo
algumas das vantagens do emprego do LMS frente a cromatografia em batelada segundo
SCHULTE & STRUBE (2001) e ZHANG et al. (2004). Economia de solvente acima de
90% e boas separagbes até mesmo a baixos valores de seletividade e com numeros de
pratos relativamente baixos sdo outras vantagens ressaltadas por MAZZOTTI et al.
(1997).

No inicio da década de 90, NEGAWA & SHOJI (1992) mostraram que beneficios
significantes podem ser alcangados realizando a separagdo enantiomérica através da
aplicacéo do principio do LMS (HAAG et al., 2001). A separagdo da mistura racémica do
1-feniletanol foi feita utilizando Chiracel OD como fase estacionaria quiral e a
superioridade de LMS frente a cromatografia em batelada foi destacada no que diz
respeito ao aumento da produtividade (61:1 LMS:batelada) e redugdo no consumo de
dessorvente (1:87 LMS:batelada) (SCHULTE & STRUBE, 2001).

Recentes desenvolvimentos no campo do LMS tém destacado a possibilidade de
melhorar o desempenho de separacdo bem como reduzir os custos de producédo. O
primeiro € projetar uma unidade de LMS com um numero reduzido de colunas de alta
eficiéncia assim como reduzir o custo da fase quiral (FEQ) e o segundo objetiva aumentar
a eficiéncia da unidade de separacao através da otimizacdo da adsortividade do soluto
em diferentes sec¢des da unidade, através da LMS com fluido nas proximidades do ponto
critico (DENET et al., 2001; DI GIOVANNI et al., 2001; MAZZOTTI et al., 1997) LMS com
gradiente de temperatura (MIGLIORINI et al., 2001) e LMS com gradiente de solvente
(HOUWING et al., 2003; ABEL et al., 2002; ANTOS & SEIDEL-MORGENSTERN, 2002;
JENSEN et al., 2000) ou pela operagao sob condigbes dindmicas mais complexas, como
no caso do Varicol (PAIS & RODRIGUES, 2003; ZHANG et al., 2003), PowerFeed
(ZHANG et al., 2004; ZHANG et al., 2003) e ModiCon (SCHRAMN et al., 2003).

A estrutura de um sistema de LMS consiste de uma unidade formada por um
circuito de colunas cromatograficas empacotadas com um adsorvente apropriado que é
dividido em quatro zonas, podendo conter duas ou mais colunas por zonas. Na tecnologia
do LMS, valvulas de multiposi¢des sdo utilizadas para periodicamente mudar a posicao
das linhas de alimentagao, de extrato, e de rafinado, ao longo do leito, no sentido do fluxo
da fase liquida. Essas trocas sao efetuadas em intervalos regulares, promovendo um
movimento relativo contracorrente resultando no conceito do LMS (MAZZOTTI et al.,
1997; YU & CHING, 2002).
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A idéia basica de um sistema com leito moével & promover um contato
contracorrente entre as fases solidas e liquidas. Entretanto, o movimento real
contracorrente entre as fases solidas e liquidas ndo € um processo eficiente, devido a
dificuldade causada pelo movimento da fase sélida. No leito moével verdadeiro (LMV), as
fases sélida e liquida escoam em diregdes opostas (sentido contracorrente). Sendo as
afinidades de A e B para com a fase solida diferentes (A<B), é possivel escolher vazoes
para fazer A movimentar-se para cima e B movimentar-se para baixo, conduzindo a uma
separagao espacial, como apresentado na Figura 2.3. Este sistema requer duas linhas de
entrada (uma para a alimentacdo e outra para o dessorvente) e duas linhas de retirada
(uma para o rafinado A e outra para o extrato B) (NICOUD, 1999).

—

Secdo IV Fluxo de sdlido

v

Fluxo de liguido

Rafinado A+D -4—

Secéo lll

o1

+JL

Alimentacdo A+B+D

Secdo Il

Extrato B+D 4—

Secdo |

b

v

Figura 2.3. Principio basico do LMV.

Dessorvente D

O LMV classico (Figura 2.3) possui quatro zonas diferentes. O liquido saindo na
zona |V é reciclado na zona |, enquanto que o sdélido saindo na zona | é reciclado na zona
IV. Em ambos os caminhos, a zona | é localizada entre a entrada de dessorvente e saida
de extrato, a zona Il esta entre as saidas de extrato e rafinado, a zona lll separa a
alimentacao e retirada de rafinado e a zona IV esta localizada entre as retiradas de
rafinado e extrato (PAIS et al., 1997). Cada zona do LMV possui um papel especifico na
separagao (NICOUD, 1999; MAZZOTTI et al., 1997). zona | (entre a entrada de
dessorvente e a saida de extrato) — o produto mais retido (B) deve ser completamente
dessorvido; zona Il (entre o ponto de alimentagao e saida de extrato) — o produto menos
retido (A) deve ser completamente dessorvido; zona Il (entre o ponto de alimentacao e
saida do rafinado) — o produto mais retido (B) deve ser completamente adsorvido e, zona
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IV (entre a saida de rafinado e entrada de dessorvente) — o produto menos retido (A) deve

ser completamente adsorvido.

O desempenho da unidade LMS é o mesmo da LMV desde que algumas regras
quanto as condigbes operacionais sejam obedecidas. Uma delas se refere a velocidade
relativa entre o sdlido e o liquido, que deve ser a mesma nos dois tipos de processo, em
cada uma das zonas. Como no LMV o sélido se movimenta no sentido contrario ao do
liquido, e no LMS o sdlido é estacionario, é necessario que a velocidade do liquido neste
ultimo seja maior que no primeiro, para que a velocidade relativa entre sdlido e liquido
seja a mesma nas duas unidades (PAIS et al., 1997). Outra regra de equivaléncia entre
LMV e LMS refere-se ao movimento do solido. Na unidade LMV, as posicbes das
entradas (alimentagdo e dessorvente) e das saidas (rafinado e extrato) sio fixas e o
solido se movimenta. Na unidade LMS, o sélido é fixo e as posicoes das entradas e das
saidas se movimentam. A troca de posi¢cdes se da periodicamente na direcdo do

escoamento do liquido, simulando-se assim o movimento do sélido.

No tempo decorrido entre duas trocas de posicdes (t*), o volume de sdlido que se
move na unidade LMS corresponde ao volume de soélido contido em uma coluna. A razao
entre este volume de sélido e o tempo t* deve ser igual a vazao real de sélido que existe
na unidade LMV:

1-—
Qs = 4 - ) (47)

onde V é o volume da coluna (mL).

As Equagdes (47) e (48) sao as relagbes de equivaléncia entre as unidades LMV e
LMS que devem ser obedecidas no projeto das condigbes operacionais do LMS
(RAJENDRAN et al., 2009).

QjLMS = QjLMV +ﬁQs (48)

O projeto de uma unidade LMS, no entanto, requer a escolha de condi¢des
operacionais (tempo de troca e vazbées em cada segao da unidade) e diferentes
metodologias para determinagao destes parametros de projeto tém sido relatadas, dentre
as quais podemos destacar o método do tridngulo baseado na teoria do equilibrio
(STORTI et al., 1993). O método do tridngulo é aplicado tanto para sistemas que
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apresentam isotermas de adsorcao lineares, quanto para sistemas descritos por modelos
de Langmuir estequiométrico ou n&o estequiométrico, onde a mistura axial e as
resisténcias a transferéncia de massa sao negligenciadas e o equilibrio de adsorgao é
suposto em todos os locais durante todo o tempo na coluna. A teoria do equilibrio € uma
estratégia de projeto das condigbes operacionais do LMS que recorre a equivaléncia entre
0 mesmo € o processo LMV. Entao, aplica-se um balanco material simplificado para cada
componente i em uma dada sec¢do j da unidade LMV e assim, através das equagdes de

equivaléncia, e possivel entender as conclusdes geradas para a unidade LMS.

Seguem as simplificacbes assumidas pela Teoria do Equilibrio (RHEE et al.,
1989):

- a vazao volumétrica de cada fase e a porosidade da fase solida sdo constantes;
- o efeito da dispersdo axial e da resisténcia a transferéncia de massa sao despreziveis;

- 0 equilibrio termodindmico é atingido em todos os pontos da coluna, em todos os

instantes;
- 0 processo de adsorcao é isotérmico.

Dentre o0s modelos comumente utilizados para representar processos
cromatograficos, o da teoria do equilibrio corresponde ao modelo dito ideal de acordo com

a segunda e terceira simplificagcées descritas acima (GUIOCHON, 2002).

Para compreender o método e necessaria a definigdo do parémetro f;; que
corresponde a diferenca entre o fluxo massico efetivo de um dado componente i com o
liquido (n,-),-L e o fluxo massico efetivo do mesmo com o solido adsorvente (n,-)jS, em uma

dada segdo j da unidade LMV:

fiy= )5 =(n); (49)

A terceira simplificacdo da teoria do equilibrio considera que a concentracédo de
cada componente /i na fase liquida em uma dada secdo j, e sempre a mesma c;,
independente da localizacdo. Para a fase sélida, a consideracdo e a mesma, na qual a
concentragéo de i e dada por (n); independente da localizagdo. Ainda considera-se que as
duas concentragdes se encontram em equilibrio termodindmico, sendo assim
relacionadas através da isoterma de equilibrio. Dessa forma, o parametro f;; pode ser

escrito como mostra a Equacgao (50):
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fi,/ = C;;(QL)gf - (ni)j(QS)qf (50)

onde (Qy)s € (Qs)er SB0 as vazodes efetivas de liquido e de solido na secgdo j da unidade
LMV.

A definicdo de uma vazao efetiva para o liquido leva em conta que uma fragao do
mesmo se encontra no interior dos poros do adsorvente, sendo transportada pelas
particulas e dessa forma, na se¢ao j tem-se:

(QL)gf =Q/_ngp (51)

onde e ¢, a porosidade da particula. Ja a definicdo de uma vazéo efetiva (Qs)esr para o
solido leva em conta a sua porosidade, descontando o numero de vazios dentro do

mesmo:

(Qs)qf = QS(I_gp) (52)

Substituindo-se as Equagdes (51) e (52) na Equacao (50), tem-se entao:

Jiy=¢;(Q; = 0s¢,)—n;[Os(1-¢,)] (53)

Definindo-se o parametro m; como a raz&o entre as vazodes efetivas de liquido e de

solido na secédo j da unidade LMV, tem-se:

m. — Qj _ngp
o4, oY

e combinando-se as Equacgdes (53) e (54):

ft,j:QS(l_gp)[c[jmj_(n[)j] (55)

Ent&o, se f;; for maior que zero, na segdo j o componente i tera um deslocamento
para cima acompanhando o liquido e o contrario, se f;; for menor que zero, seu

deslocamento e para baixo acompanhando o sélido.

Como Qs > 0 e (1- €,) > 0 e a analise do sinal de f;; se restringe a analise do sinal
do termo entre colchetes, para que i se desloque para cima, tem-se a relacdo expressa

pela Equagéao (56) e para baixo, a Equacgao (57):
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(),

fm >O_>[Ci/‘mj —(n,.)j]>0—>mj > (56)
g

(m,),
Ji, <0->[egm; —(n),]1<0—>m; >——= (57)

Gy

De acordo com a Figura 2.3, em fungdo do papel que cada uma das secbes da
unidade deve exercer na separacao, pode-se dizer, para cada componente da se¢ao, qual

deve ser a direcao que o mesmo deve tomar.
Secéo 1:

E a Unica da unidade na qual o componente mais adsorvido A deve subir com o
liquido para ser extraido na corrente do extrato, entre as se¢des 1 e 2 e também para que
ocorra a regeneragdao do adsorvente que e reciclado para o topo da segdo 4. O
componente menos adsorvido B em principio deve estar presente em pequena
quantidade nesta segao para ndo poluir a corrente de extrato, devendo ser arrastado pelo
solido na secédo 4. Entao, aplica-se para o componente A:

n
m, > (58)

Cq
Secéo 2:

O componente A deve descer como o solido rumo a se¢do 1 onde e dessorvido
para sair na corrente do extrato e o componente B deve subir com o liquido rumo a saida

do rafinado, entre as seg¢des 3 e 4. Tem-se entao:

Ngy Ny

—<m, < —=

Cp ’ Ca2 (59)
Secéo 3:

O componente A deve descer com o solido sendo adsorvido a partir do ponto de
injecao da alimentagao, entre as segbes 2 e 3, enquanto o componente B deve subir com
o liquido para ser retirado na corrente do rafinado, entre as seg¢bes 3 e 4. Como as
exigéncias quanto a diregdo que os componentes A e B devem tomar sdo idénticas as da
secao 2, tém-se:
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—<m; <— (60)

Secéo 4:

E a Unica da unidade na qual o componente menos adsorvido B deve descer com
o solido para que ocorra a regeneracado do dessorvente que e reciclado para a base da
secao 1. O componente A também deve descer com o solido e dessa forma, tem-se:

) Cha ©1)
n
m, < cﬂ (62)
A4

Essa segunda relagdo pode ser omitida visto que se a primeira inequagao for

atendida esta também sera pois B e mais fracamente adsorvido que A.

Todas as condigdes acima foram desenvolvidas para a unidade LMV mas desde
que as regras de equivaléncia definidas anteriormente pelas Equagdes (47) e (48) sejam

seguidas, séo validas também para a unidade LMS.

A teoria do equilibrio considera que as concentragdes c; e (n;); sdo concentracdes
em equilibrio termodinamico, seguindo portanto a equagao da isoterma de equilibrio. Se a
adsorgao seguir a Lei de Henry, ou seja, se a isoterma for linear, valida para uma mistura
de alimentagdo infinitamente diluida, as restrigbes para o pardmetro m; da unidade de
SMB se reduz ao seguinte conjunto de desigualdades:

m > H, (63)
Hy<m,<H, (64)
HB <my < HA (65)
my < H, (66)

Essas sdo as limitagbes classicas para a separacdo em LMS sob condicbes
lineares (CHARTON & NICOUD, 1995; RUTHVEN & CHING, 1989).
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Combinando-se as equagdes de equivaléncia com a Equacgao (54), que define o
parametro m;, obtem-se para a unidade LMS:
m :QjLMSt *Ver &7
J V(l_gT) ( )
onde t* e o tempo de troca das posi¢cdes das correntes da unidade LMS (min) e ¢r a

porosidade total do leito.

As condic¢oes anteriores definem uma regido no espaco de quatro dimensdes cujas
coordenadas sa&o os parametros m;, m,, mz; € my cujos pontos representam condicoes
operacionais correspondentes a completa separagdo dos componentes A e B. Isso
significa que na corrente de rafinado s6 deve encontrar dessorvente + B e na de extrato

dessorvente + A, correspondendo a 100% de pureza em cada corrente.

Considerando-se as secdes 2 e 3 da unidade LMV cujos papeis sdo fundamentais
na separacgao, pode-se ver através da Figura 5 que se a alimentacao injetada entre essas
duas zonas se movimentar para cima, ruma a zona 3, entdo ms; > m, permitindo que as

condicoes (55) e (56) sejam agrupadas:
HB<m2<m3<HA (68)

Essas condi¢bes definem a projecéo da regidao completa de separagao contida em
um espago de quatro dimensdes sobre o plano (my, m3). A Figura 2.4 mostra um exemplo

desse diagrama, o grafico do triangulo, para um sistema descrito por uma isoterma linear.

Entdo, com base na teoria do equilibrio e considerando a isoterma linear, se as
vazdes m; e m, satisfazem as restricoes (63) a (66), pode-se prever o desempenho da
unidade LMS com base na posicdo que o ponto determinado pelas condicbes

operacionais ocupa no plano (m,,ms).

O conhecimento balango de massa para cada componente em cada um dos nos
de ligagdo do LMS e de fundamental importancia. Todas as vazdes internas estéo
relacionadas com as vazbes de entrada e de saida nas unidades por meio de balanco de
massa em cada né nas quais Q; Q. Q; e Q sdo as vazbes volumétricas nas
correspondentes zonas do LMS, Qr é a vazdo de alimentacdo, Qp € a vazdo do
dessorvente, Qg é a vazao do extrato e Qg € a vazédo de rafinado. Entdo, de acordo com
as Equacdes (69), (70), (71) e (72) (SANTANA et al., 2005):
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Menhuma saida pura Extrato pura

Extrato e
rafinado

Rafinado puro puros
115

m:

Figura 2.4. Regides do plano (m,mj3) com diferentes regimes de separagao em termos da

pureza das correntes de saida, para um sistema descrito pela isoterma linear.

Entrada da alimentagéo:

0r=0,-0, (69)

Entrada do dessorvente:

Op,=0-0, (70)

Saida do extrato:

0,=0-0, (71)

Saida do rafinado:

Or =0,-0, (72)

O desempenho do processo de enantioseparacdo deve ser avaliado
determinando-se seus quatro parametros caracteristicos: pureza (%), recuperacao (%),
consumo de solvente (L/kg) e produtividade (gh™'/kg de FEQ) como mostram as Equacdes
(73), (74), (75) e (76), respectivamente (PAIS et al, 1998). Nessas equacodes, Conc refere-
se as concentragdes (mg/mL), Q as vazdes volumétricas (L/h), V.4 ao volume de
adsorvente (mL) e os subindices E, R, A, B, F e T referem-se a extrato, rafinado,

componente A, componente B, alimentacao e total, nessa ordem.
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Pureza do rafinado

Pureza do extrato

Recuperacao do rafinado

Recuperacgao do extrato

Consumo de solvente em
relacdo ao rafinado

Consumo de solvente em
relagdo ao extrato

Produtividade do rafinado

Produtividade do extrato

Pur=—C2"% 10
Cond +Cond;
Pur=—C"5___xq0
Cond; +Cond;
Recupzcon—chR*lOO

Cond, +Q,
E
Recup=—"2"%% 100
Concy +Q,.

CSoly =2+ &r
Conc, *Q,

CSoly =25+ 0r
Concy *Q,

Produtiv= M

N

. Conct
Produtiv = QpConcy

N

2.5.3. Otimizacgao das condig6es operacionais

(73a)

(73b)

(74a)

(74b)

(75a)

(75b)

(76a)

(76b)

A otimizacao das condi¢des de operacdo do processo cromatografico corresponde

a obtencdo de valores para as varidveis de decisdo que atendam aos critérios

especificados para as variaveis de desempenho em cada etapa do processo. Problemas

de otimizagao sao problemas de maximizagdo ou minimizacado de fungdo de uma ou mais

variaveis num determinado dominio (SUCUPIRA, 2004). De forma geral, um processo de

separacgdo é otimizado em escala de bancada e em seguida as condi¢cbes de operagao

em escalas piloto e industrial sdo projetadas e testadas. Esta transposi¢ao de escalas (ou

scale up), no ambito dos processos cromatograficos, corresponde em aumentar o volume

da coluna de separagado, permitindo o processamento de volumes maiores de misturas,

mantendo os niveis de desempenho do processo em bancada (BARRETO Jr., 2005).
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Além dos parametros basicos a serem estudados, como a especificacdo do
adsorvente e do dessorvente adequados a cada caso, a otimizagdo de um processo de
separacdo tem necessidade da escolha correta das condigdes de operacdo. A
determinacao das condicbes de operacgao otimas ndo se trata de uma tarefa facil dada a
complexidade da configuragao fisica de um sistema de separagao. A determinagao de tais
parametros em laboratério torna-se trabalhosa e por este motivo outras técnicas vém
sendo desenvolvidas para a determinacdo das condicbes de operacado. Estas técnicas,
quando bem aplicadas sao de fundamental importancia pela economia de custo e tempo
que possibilitam, e pelos resultados que podem ser alcangados (CERUTTI, 2003;
BORGES DA SILVA, 2000).

Desde que modelos matematicos para representacdo adequada dos fendémenos
presentes no interior de colunas cromatograficas vém sendo usados, a otimizagado das
condicbes de operacdo ou o scale up de um processo cromatografico tém sido
desenvolvido com base na avaliagcao dos seus indicadores de desempenho em diferentes
condi¢cdes de operacdo por meio de simulacbes computacionais. As condi¢cdes otimas
previstas nas simulacdes sao testadas experimentalmente em cada escala de operagéo, e
as possiveis discordancias entre os resultados previsto e experimental séo utilizadas para
avaliar a influéncia de variaveis negligenciadas durante o desenvolvimento do modelo

matematico e a significancia dos pardmetros estimados (BARRETO Jr., 2005).

A partir da década de 80, muitas investigacdes cientificas e tecnoldogicas foram
desenvolvidas empregando modelos matematicos para a otimizagdo de condigbes de
operacado. Uma metodologia para determinagao dos parametros 6timos de operagao para
colunas cromatograficas de troca ibnica e afinidade quando usadas para purificagéo
protéica, foi desenvolvida por MAO et al. (1993), mantendo como exigéncias basicas a
utilizagao da coluna e o rendimento. A avaliagdo destes critérios foi realizada simulando o
comportamento da coluna em diferentes combinagdes das variaveis de operagao através
de um modelo matematico da coluna cromatografica baseado na difusdo nos poros das
particulas e isoterma nao-linear. Os resultados buscaram a relagao de cada critério com
as condicdes de operagao, auxiliando assim na sele¢do de vazao de operagéo e o volume
de alimentagao para alcangar um dado rendimento e uma dada taxa de produgéo.

Para um processo existente, esta abordagem pode ser utilizada para avaliar e
melhorar o seu desempenho. Para um novo processo, este procedimento poderia assistir

a especificagcado de equipamentos associados, como bombas e tubos, por exemplo.
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2.6. Planejamento de experimentos e estimagao de parametros

Os planejamentos experimentais foram introduzidos por G. E. Box na década de
1950 e, nos ultimos 20 anos, sua aplicagdo vem crescendo exponencialmente desde a
revolucdo da informatica e a facilidade do uso de softwares para analises estatisticas
(BARROS et al., 1996). Planejar experimentos significa definir condi¢des experimentais
que oferecam o maximo de informacdes relevantes para a discriminacdo de modelos
matematicos e/ou para a estimacido de parametros, empregando a menor quantidade
possivel de experimentos (BARRETO Jr., 2005).

Experimentos s&o normalmente concebidos e realizados de modo a estabelecer
relagdes qualitativas e quantitativas entre as variaveis especificas estabelecidas em um
problema proposto, entretanto, como podem se tornar caros e consumir um longo periodo
de tempo, de algum modo, uma escolha otimizada deve ser feita de forma a reduzir o
ndamero de ensaios necessarios a realizar uma tarefa especifica (PINTO et al., 1990).
Assim, uma seqliéncia experimental adequada busca reduzir o custo e o trabalho
executado para se obter uma informacao e dessa forma agilizar o processo de obtencao

da mesma.

Segundo KALIL et al. (2000), a importancia do uso da técnica de planejamento
experimental advém do fato desta metodologia possibilitar a analise dos efeitos sinérgicos
ou antagOnicos entre as variaveis, que s6 podem ser verificados pela determinagéo dos
efeitos de interagcdo entre as mesmas através de um planejamento fatorial. Quando o
comportamento da medida da resposta de interesse é governada por certas leis as quais
conduzem a uma relagdo determinante entre a resposta e o conjunto de fatores
experimentais escolhidos, deve entdo ser possivel determinar as melhores condi¢des dos
fatores para otimizar a produgao desejada (KHURI & CORNELL, 1987).

Em cromatografia, sobretudo, o uso de planejamento experimental associado a
analise estatistica permite a quantificacdo dos principais parametros que influenciam no
processo de separagdo (NICOLA et al., 2008). No ambito da exploragado de separacdo
quiral, WOOD et al. (1996) utilizaram o planejamento fatorial como ferramenta para
analisar a separagdo dos compostos Il e Xl, anadlogos a 8-hydroxi-(di-n-
propilamino)tetralina. O mesmo grupo, no ano seguinte, utilizou a mesma técnica de
planejamento de experimentos para otimizar a composi¢cdo da fase moével utilizada na
resolucdo de pares de enantibmeros de doze compostos anadlogos a 2-aminotetralina
(WOOD et al., 1997).
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Dentro deste contexto, a utilizacdo de modelos matematicos para a representacao
de processos quimicos, tanto em escala laboratorial quanto industrial, também se mostra
muito util e difundida no campo da engenharia quimica. Modelos matematicos sao
compostos por equagdes algébricas e/ou diferenciais que relacionam as muitas variaveis
do problema, permitindo a realizacdo de previsbes sobre o comportamento do processo
que podem ser utilizadas para simular, analisar, projetar e otimizar o processo que o
modelo representa (SCHWAAB, 2007).

A capacidade de representacdo de sistemas reais por modelos matematicos
fenomenoldgicos depende de sua capacidade de representar adequadamente os
fendbmenos que ocorrem no processo em questdo, assim a medida que as hipoteses
estabelecidas no desenvolvimento deste modelo matematico séo satisfeitas, maior sera a
sua capacidade de predicdo dos fendbmenos que ocorrem no processo real. Entretanto,
nao é possivel representar todos os fendbmenos que ocorrem no processo real, seja
porque as bases fisico-quimicas ndo sdo bem estabelecidas ou porque o aumento da
complexidade do modelo matematico pode inviabilizar a resolugdo computacional do
sistema matematico, sobretudo quando ha a necessidade de modelagem de interagdes
moleculares. Entdo, equagdes constitutivas sédo incorporadas na estrutura do modelo
matematico correspondendo as relagdes funcionais desenvolvidas a partir de
conhecimentos empiricos, que permitem correlacionar variavel de interesse e parametros
caracteristicos do processo. Qualquer que seja o sistema, o conhecimento destes
parametros sO € possivel por meio de observagdes experimentais em condigdes
adequadas e a comparagao destas observagdes com as respostas dos modelos tedricos
possiveis. Assim, a definicdo da relagdo matematica adequada e a precisdo dos
parametros influenciam fortemente a capacidade de predicdo do modelo matematico esta
definicdo exige a escolha de métodos experimentais adequados e o planejamento das
condi¢des experimentais para discriminacao de modelos matematicos e para a estimacgao
de parametros precisos (BARRETO Jr., 2005).

O procedimento de inferéncia dos parametros de um modelo é chamado de
estimacdo dos parametros e detém-se no ajuste de valores dos parametros de tal forma
que as previsbes do modelo sejam as mais préoximas possiveis dos valores medidos
experimentalmente, podendo ser dividido em trés etapas: a sintese da fungao objetivo, a
minimizac&o da fungao objetivo e a analise estatistica dos resultados (SCHWAAB, 2007).
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A fungcdo objetivo € a medida da distancia entre o modelo e os dados
experimentais e, admitindo-se que o modelo é perfeito e as flutuagcbes dos erros
experimentais sdao conhecidas e com distribuicdo normal, torna-se a fungéo de densidade
de probabilidade dos desvios entre o experimento que deve ser maximizada. Essa
maximizacdo € o mesmo que minimizar a fungdo de maxima verossimilhanca, como
segue a Equagao (77) (BARD, 1974):

S _ (yexp _ ymod)TVy—l(yexp _ ymod) (77)

onde Ymod € Yexp S80 Vetores contendo os valores calculados a partir do modelo e os dados
experimentais, nessa ordem, e V, € a matriz de variancia-covariancia dos erros
experimentais. A funcdo de maxima verossimilnanca pode ser simplificada a partir de
algumas hipétese. A primeira considera inexistir correlagdes entre as medigbes, que de

acordo com a Equacéo (78), torna-se:

d
NE NY (.V,'jexp _ Um" )2

y..
§=32 ; (78)

=l j=1 o

onde NE é o numero de experimentos, NY o numero de respostas em cada experimento e
e o é a variancia dos erros experimentais, sendo a funcéo agora definida como minimos

quadrados ponderados.

Definida a fungao objetivo, parte-se a minimizagdo desta funcao através da buca
de um conjunto de parametros para o qual a fungao atinja o menor valor possivel, o que
pode, a principio, ser feita por qualquer método de otimizagao, ja que o minimo da funcéo
objetivo independe do método usado para encontra-lo. Porém, fatos como o carater nao
linear dos modelos, a presenga de minimos locais e a alta correlagdo existente entre os
pardmetros do modelo tornam a minimizacdo da fungao objetivo uma tarefa néo trivial.
Assim, a escolha adequada do método pode ser determinante para o sucesso do
procedimento de estimacéo de parametros (SCHWAAB, 2007).

Parte consideravel dos procedimentos propostos na literatura para analise
estatistica de resultados é baseada na aproximagao linear dos modelos, entretanto, os
modelos de engenharia sd0 em sua maioria n&o-lineares e, por isso, além do fato da
minimizagédo da fungéo objetivo ndo ter uma solugdo analitica, a analise estatistica dos

resultados baseada na aproximacao linear dos modelos esta sujeita a qualidade desta
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aproximacao, podendo levar a conclusées equivocadas. Por essas razdes, a minimizagao

da funcao objetivo deve ser realizada com auxilio de um método numeérico iterativo.

Métodos heuristicos permitem encontrar solugdes, que nem sempre sao 6timas,
mas sao atingidas mais rapidamente dessa forma do que através da utilizagdo dos
primeiros, os métodos exatos ou deterministicos. Segundo SHIMIZU (1984), o método
heuristico € um método usado quando varias abordagens para a solugdo de um problema
sdo conhecidas, mas ndo existe um algoritmo para resolver o problema de modo
consistente. Dessa forma, essa metodologia examina o problema e tenta aplicar cada
uma das abordagens possiveis de resolugado, sendo capaz de julgar, apds tentativa, se o
problema esta préoximo ou ndo da solucdo e s6 termina quando nenhuma outra
abordagem for possivel. Um algoritmo é considerado um método heuristico quando nao
ha conhecimentos matematicos completos sobre seu comportamento. Desta forma, sem
oferecer garantias, o algoritmo tem como objetivo resolver problemas complexos
utilizando uma quantidade ndo muito grande de recursos, especialmente no que diz
respeito ao consumo de tempo, para encontrar solugbes de boa qualidade (SUCUPIRA,
2004).

2.7. O estado da arte da cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico

JOHANNSEN (2001) desenvolveu em escala analitica processos para a
separagao dos enantibmeros de ibuprofeno, uma droga antiinflamatéria pertencente ao
grupo dos derivados do acido protonico. Para tanto, utilizou onze diferentes fases
estacionarias quirais, dentre as quais Kromasil CHI-TBB mostrou-se a mais promissora
trabalhando-se com isopropanol entre 4 € 7% em CO, como fase mével, apdés um estudo

sobre o efeito do solvente modificador na separagao do racemato.

WELCH et al. (2004) apresentaram um caso de cromatografia quiral com fluido nas
proximidades do ponto critico como parte de uma estratégia global para sintese e

purificacdo de um possivel inibidor da protease do HIV.

YANG et al. (2005), propuseram a separagdo naproxeno, droga antinflamatéria
com propriedades analgésicas e antipiréticas através de CFS utilizando igualmente a
coluna quiral Kromasil CHI-TBB. Como fase movel, 2-propanol foi utilizado como solvente

modificador ao CO..
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BARNHART et al. (2005) desenvolveram um método utilizando duas colunas
quirais para separar uma mistura de compostos farmacéuticos estereoisbmeros via CFS,
com uma fase mével composta de 90% de CO; liquido e 10% de solvente organico. Um
estudo sobre o efeito do modificador orgénico na ordem de eluicdo permitiu a
determinacdo da purificacdo mais eficiente de uma mistura com dois ou mais

estereoisdbmeros.

TORIBIO et al. (2005) examinaram a separagao de farmacos quirais utilizados no
combate a ulcera, usando tanto CLAE quanto CFS e verificaram que a CFS foi mais

eficiente na maioria dos casos.

CARRILHO et al. (2006) apontaram varias aplicagdes da cromatografia com fluidos
nas proximidades do ponto critico em quimica analitica e constataram a utilizacdo deste
método na analise de produtos nas mais diferentes areas, tais como: alimentos, produtos
naturais, pesticidas, combustiveis fésseis, polimeros e, principalmente farmacos, em que
relataram ser a area de maior crescimento em aplicagées dos ultimos anos, motivados
pela utilizacdo de CO, em condigbes de temperatura relativamente baixas, o que viabiliza

a analise de farmacos sensiveis a temperatura.

Mesmo que o maior interesse da analise farmacéutica esteja centrado nas
enantioseparacoes, a CFS preenche convenientemente um nicho onde outros tipos de
cromatografia falham (HENRY & YONKER, 2006). Apesar das aplicagdes envolvendo
CFS ainda estarem um tanto quanto restritas a escala analitica, ja ha inidmeras descricoes
de varias aplicacdes em escala preparativa. RAMIREZ et al. (2006) relatam a separagao
em escala preparativa de extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), uma planta usada
em alimentos, cosméticos e na medicina tradicional, pelas suas atividades
hepatoprotetora e antitumorigénica. Foram avaliadas as condi¢gdes 6timas, com o intuito
de isolar seletivamente os compostos responsaveis pelas atividades antioxidantes e
antimicrobianas da planta. Utilizaram colunas de 25 cm de comprimento por 1 cm de
didmetro, contendo particulas de 5 ym de didmetro. Os resultados mostraram melhores
condi¢Oes de separagao na temperatura de 80°C, pressao de 130 bar, fluxo massico total

de 20 g/min e fase moével composta por CO, e 10% de etanol como modificador.

BRUNNER & JOHANNSEN (2006) apontam o sistema cromatografico continuo
Leito Movel Simulado (LMS) com FS como uma alternativa bastante promissora em

separagbes preparativas, visto que superam muitas desvantagens ora enfrentadas pela

50



cromatografia em batelada (separagdo em uma Unica coluna), como por exemplo: ha

menor consumo de solvente, produtos mais concentrados e de facil recuperacao.

PEPER et al. (2007) compararam sistemas cromatograficos em batelada e leito
movel simulado (LMS), ambos em escala preparativa e utilizando CO, supercritico como
fase mével com 5% de 2-propanol para a separagdo dos enantibmeros de tocoferol,
ibuprofen e outras duas misturas racémicas ndo identificadas. De acordo com a
otimizacdo em termos da produtividade especifica, o processo em LMS mostrou-se mais
promissor, 0 que nao significa ser o mais econémico ja que se partindo para a analise de
custos, o processo em batelada mostrou-se mais rentavel para a faixa de producao entre

0,4 e 5 ton/ano.

Ja MILLER & POTTER (2008), concluiram que a resolugdo de enantibmeros em
escala preparativa utilizando HPLC e CFS é uma técnica poderosa para a rapida geragao
de enantidbmeros, sobretudo na industria farmacéutica. Ainda, ressaltaram que o uso da
CFS tanto para separagcbes em escala analitica ou preparativa tem se mostrado
particularmente util reduzindo o tempo exigido de processo cerca de duas vezes em

relagdo ao mesmo realizado em HPLC.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Materiais
3.1.1. Mitotano

O mitotano (o,p’-diclorodifenildicloroetano ou o,p’-DDD), C14H1Cl,, representa um
farmaco da categoria dos antineoplasicos. Apresenta massa molar de 320,04 g/gmol,
temperatura de fusdo de 349,4 K, é pouco soluvel em agua (0,1 mg/L a 25°C) sendo
soluvel em solventes organicos como etanol, isoctano, tetracloreto de carbono. Esta
registrado no Chemical Abstract Service sob o niumero 53-19-0. A estrutura da molécula
de mitotano apresenta um carbono quiral e, por isto, existem duas formas enantioméricas
(R e S) desta substancia. Cerca de 200 g da mistura racémica do mitotano foi adquirida,

produzida pela empresa Yick-Vic Chemicals and Pharmaceuticals (Hong Kong).

3.1.2. Fase estacionaria quiral

A coluna cromatografica empacotada com a FEQ O,0O'-bis[4-terc-butil-benzoil]-
N,N'-dialil-L-tartardiamida covalentemente imobilizada a silica Kromasil por ligacdes
cruzadas, comercialmente conhecida como Kromasil CHI-TBB, foi gentilmente cedida pela
Eka Chemicals (Suécia) e foi utilizada para os experimentos com fluido nas proximidades
do ponto critico. A coluna quiral de ago inoxidavel (250 x 10 mm, semipreparativa) foi
empacotada com a FEQ com tamanho de particulas de 16 um de didmetro. Essa fase
estacionaria é obtida a partir do precursor N,N’-dialil-L-tartadiamida (DATD) pela
derivatizacdo de grupos hidroxilas e posterior imobilizagdo em silica. A imobilizagdo em
um polimero multifuncional fornece a FEQ uma maior eficiéncia da coluna e uma maior
capacidade de saturagao (SILVA Jr. et al., 2006).

A FEQ Chiralpak AD foi gentiimente cedida pela Chiral Technology Europe
(Franga) e foi utilizada para os experimentos com fluido liquido utilizando o LMS. A coluna

quiral de acgo inoxidavel (97,5 x 25 mm, analitica) foi empacotada com a FEQ com

52



tamanho de particulas de 20 ym de didmetro. Essa fase estacionaria é baseada em
amilose e é preparada pelo recobrimento do polissacarideo derivatizado na forma de
carbamatos, em uma matriz de silica gel pré-tratada e podem ser utilizadas tanto no modo
normal, quanto no modo reverso de eluicdo ou, ainda, polar organico (WANG &
WENSLOW, 2003; TACHIBANA & OHNISHI, 2001). Nos derivados de carbamatos, os
solutos podem interagir com os grupos C=0 e NH através de ligagdes de hidrogénio e
com os grupos C=0 através de interagdes dipolo-dipolo. Assim como em cromatografia
analitica quiral, a Chiralpak® AD tém sido uma das FEQs mais utilizadas em cromatografia
quiral preparativa e sua capacidade de saturacdo é reconhecida como um importante
recurso na obtencao de elevados valores de produtividade variando desde 10 g até 1.500
g de racemato por kg de FEQ por dia (FRANCOTTE, 2001; FRANCOTTE & RICHERT,
1997).

3.1.3. Fase movel e solventes modificadores

Para a condigao supercritica, diéxido de carbono (Praxair Inc., EUA) foi utilizado
como fase movel e metanol (J. T. Baker SOLUSORB, EUA), etanol (Mallinckrodt
Chemicals, México) e isopropanol (J. T. Baker SOLUSORB, EUA) como solventes
modificadores em proporcbes obedecendo ao intervalo de 7 a 28% v/v. Nos
procedimentos de cromatografia liquida operando em Leito Movel Simulado, a
combinagao estabelecida por CARVALHO Jr. (2010) foi utilizada como fase moével, 60%
de isopropanol (Merck KGaA, Alemanha) e 40% de metanol (Merck KGaA, Alemanha).

3.1.4. Unidade de separagao cromatografica em leito fixo

Os experimentos cromatograficos com fluido nas proximidades do ponto critico
foram realizados no sistema descrito na Figura 3.1, no Laboratério de Biosseparacao da

Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas, Brasil.

A unidade de separagédo cromatografica quiral opera em malha aberta, ou seja, o
dessorvente tem entrada e saida. O diéxido de carbono no estado gasoso oriundo de um
cilindro externo (1) passa através da tubulacdo inicial da planta semipreparativa através
da abertura manual da valvula de bloqueio (2) prévia ao resfriador. Um banho
termostatico (16) anexo a planta mantém o resfriador (3) a uma temperatura média de -
5°C, e a partir da passagem do diéxido de carbono por este, assume-se seu estado

liquido, sendo assim bombeado (5) para a célula de mistura (6).
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Figura 3.1. Fluxograma da unidade experimental de cromatografia com fluido nas
proximidades do ponto critico do Laboratério de Bioseparagado da Faculdade de
Engenharia Quimica da UNICAMP.

1. Cilindro de COg, 2. Valvula de bloqueio, 3. Resfriador da linha de COy; 4. Filtro, 5. Bomba de fluido, 6.
Misturador estatico, 7. Bomba de solvente liquido, 8. Reservatério de solvente liquido, 9. Valvula micrométrica,
10. Camisa de aquecimento da linha, 11. Valvula injetora, 12. Coluna quiral, 13. Manémetro, 14. Detector de
UV, 15. Ciclone de separagao, 16. Banho termostatico, 17. Mddulo controlador, 18. Microcomputador.

O solvente liquido, na proporgdo pré-estabelecida, é igual e paralelamente
bombeado (7) através da tubulagdo para a mesma célula de mistura (6) cuja funcéo é
gerar a mistura adequada de CO, e solvente modificador. A mistura CO./solvente
modificador segue pela tubulagdo que anterior a valvula injetora (11) € mantida a
temperatura (°C) desejada para o experimento através de outro banho termostatico (16)
de aquecimento em um sistema de encamisamento. Dessa forma, assume-se que a
mistura interior a tubulagdo estd a mesma temperatura mantida pelo banho. Ainda, o
conjunto coluna cromatografica e camisa de isolamento da tubulagdo, se encontra em
uma caixa acrilica pertencente a mesa que compde o sistema cuja temperatura é
igualmente controlada através do painel eletrénico. Posteriormente a valvula injetora
acoplada a uma valvula multiposicdo que altera a posicdo de alimentacdo do loop de

amostra (A) para de injecdo da mesma na tubulagao (B), a mistura segue para a coluna
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cromatografica quiral (12) de onde parte para o sistema de analise, detector de UV (14)
conectado ao madulo de controle (17) que realiza a comunicagéo entre o aparelho e um
microcomputador (18), onde, através do software Class-VP 5.0, os cromatogramas sao
gerados em funcao do sinal de deteccgao (V) e do tempo de corrida (min). A mistura segue
em direcdo ao ciclone de separacado (15), que finaliza o processo. Através da valvula
micrométrica (9) anterior ao ciclone, o fluxo para proporcionar a pressao desejada para o

experimento é controlado manualmente.
3.1.5. Unidade de separag¢ao cromatografica em leito moével simulado

Os experimentos cromatograficos em Leito Movel Simulado (LMS) com fluido
liquido foram realizados no laboratério de Physical and Chemical Foundations of Process
Engineering Research Group do Max-Planck-Institut fur Dynamic Komplexer Technischer

Systeme em Magdeburg, Alemanha.

A unidade em escala analitica LMS CSEP C912° (Knauer, Alemanha) é
representada e esquematizada nas Figuras 3.2 e 3.3. No processo, 0 movimento
contracorrente das fases solida e liquida é obtido mediante a substituicdo das colunas,

gragas a uma valvula de multifuncéo.
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Figura 3.2. Unidade Knauer CSEP C912.

1. Bombas P1, P2, P3 e P4, 2. Detectores de UV, 3. Unidade de controle do LMS; 4. Modulo das colunas, 5.
Colunas quirais, 6. Reservatérios, 7. Microcomputador.
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Dessorvente

Extrato

Rafinado

Figura 3.3. Representacao esquematica da unidade Knauer CSEP C912.
Fonte: Adaptado de GROSFILS, 2009.

Esta valvula consiste de um rotor e um estator com 24 portas cada. As portas
estdo ligadas umas as outras por canais continuos. Assim, todos os dispositivos internos
ao circulo movem-se durante a troca enquanto o restante se mantém fixo. A planta foi
construida para até doze colunas, mas apenas quatro colunas serdo introduzidas no
processo. Assim, as portas livres sdo ligadas por capilares curtos e a valvula troca
alternadamente uma e duas vezes consecutivas durante um ciclo completo que é igual a
4 periodos de troca. O sistema esta equipado com duas bombas de entrada, uma para a
alimentacao (P4), e outra para o eluente (P3). Duas outras bombas estao localizadas na
linha de circulagao (P1 e P2). Além disso, este processo LMS também esta equipado com
quatro detectores de UV, sendo dois na corrente de circulacdo (UV3 e UV4) (que se
movem com as colunas) e dois na saida do produto (UV1 e UV2). A cada dois tempos de
troca, amostras do extrato e da rafinado foram coletadas e analisadas posteriormente em

um sistema HPLC.
3.2. Métodos

3.2.1. Validacdao da unidade operacional com fluido nas proximidades do

ponto critico
3.2.1.1. Determinagédo da porosidade da coluna

Experimentos de pulsos cromatograficos com o composto 1,3,5-tri-

tercbutilbenzeno (TTBB) foram realizados para determinar a porosidade total (¢7) da
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coluna. O TTBB & uma molécula relativamente pequena (MM: 264,44 g/gmol) que como
nao é retida na FEQ, torna-se capaz de se difundir ndo somente através do espacgo

interparticular, mas também nos poros do adsorvente.

A temperatura constante e igual a 35°C, injecdes de 50 pL de solucgéo de 1 g/L de
TTBB dissolvido na fase mével 7% de etanol e 93% de CO; nas proximidades do ponto
critico foram feitas a diferentes vazoes, 1, 2, 3, 4, e 5 mL/min. As respostas dos pulsos
cromatograficos foram monitoradas pelo detector UV-VIS no comprimento de onda 270

nm, através do software Class-VP. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas.

O valor da porosidade total &7 foi determinado através da Equacgao (79) e com o
valor da porosidade do leito ¢ 0,380 (SARTOR, 2006) foi possivel determinar a

porosidade da particula & através da Equagéo (80).

g =9 (79)
Vcal
e=+(-¢)e, (80)

onde t, € o tempo de retengdo do pulso de TTBB introduzido no sistema (min), Q é a

vazao (mL/min) e V., é o volume da coluna (cm®).
3.2.1.2. Determinagao do volume morto da unidade cromatografica

O volume morto da unidade de separagao cromatografica foi medido através da
injecdo de 50 uL de uma solugdo de 1 mg/mL de TTBB, 1,3,5-tri-terc-butilbenzeno
(Sigma-Aldrich, EUA) a uma vazao de 1 mL/min, na auséncia de coluna cromatografica e
corresponde a todas as tubulagdes e conexdes do sistema de separagdo desde a valvula
injetora até a unidade de detecgéo UV.

3.2.1.3. Calibragao do sistema de analise

Para determinar as isotermas de adsorcao nao-lineares usando o método inverso,
foi preciso calcular a concentragcdo em cada ponto do perfil de eluigdo. Assim, foi
necessario se obter uma funcao de calibracdo que estabelecesse a conversao do sinal do
detector de UV para a concentragdo do soluto. Um método indireto, o método de
deconvolugdao (ASNIN & GUIOCHON, 2005), foi empregado para obter a curva de

calibracdo com base no mesmo cromatograma para o calculo da isoterma. A
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deconvolucdo baseia-se na inversao dos efeitos da convolugdo, que por sua vez € uma
ferramenta matematica que relaciona os sinais de entrada e saida de um sistema. Dessa
forma, uma fungdo que correlacione os sinais obtidos através do detector de UV foi
estabelecia de forma a minimizar a diferenga entre as massas calculada a partir dessa

mesma fungéo e injetada no sistema cromatogréafico.
3.2.2. Experimentos com solug¢oes diluidas
3.2.2.1. Determinagao da densidade

A determinacdo da densidade da mistura que compde a fase movel foi feita de
acordo com a Equacao (81), dado que a baixa concentragdo do mitotano nao influencia

no seu resultado.

1

p(P,T,X)Zm (81)

onde V), é o volume molar da fase movel, como fungao da pressao, da temperatura e da

composicao do modificador.

DOBBS et al. 1987, ARAUJO & MEIRELES (2000) e JHA & MADRAS, (2005)
utilizaram a equacéo de estado de Peng-Robinson com a regra de mistura de van der
Waals para a representagao do equilibrio de fases de sistemas binarios e ternarios. As
Equacdes (82) a (86) representam a equagdo de estado de Peng-Robinson para

substancias puras:

p_ RT 3 a' (82)
V-b" VV+b)+b'(V-0b")

R’T?
a=045T35— =/ (83)

c

b'=0,077796RPi (84)

: 85
av{um{l_ Fﬂ (89
T
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m'=0,37464 +1,54226 o —0,26992 w* (86)

onde R é a constante dos gases, a’ e b’ sdo os parametros da equacéo relacionados com

a forca de atracao intermolecular e volume das moléculas e w é o fator acéntrico.

As regras de mistura para van der Waals foram usadas para o calculo de a e b
para misturas binarias, a partir dos valores de a (Equagéo 87) e b (Equagéo 88) para as
substancias puras e dos parametros binarios de interagéo k;; e /;, que foram admitidos
como zero (ADRIAN et al., 1998; KHALIL et al., 2007):

a’=ZZx,xj,/a',.a"/ (I-k;) (87)
b'=1/2)" % xx;(b';+b' )1-1;) (88)

As densidades para cada condicdo experimental foram calculadas através da
adaptacdo de uma rotina no software MathCAD a partir de uma implementagao pré-
definida por SANDLER (1999) para o calculo das propriedades termodindmicas de uma

mistura multicomponente descrita por uma equacéao cubica de estado.
3.2.2.2. Avaliagao do equilibrio de adsorgao

O estudo da separagao do mitotano foi realizado com inje¢des de pulsos de 50 pL
de solugdo de 1 mg/mL do mitotano racémico a 1 mL/min de fase movel, variando-se as
demais condigdes. As respostas das injegées foram monitoradas pelo detector UV-Vis a
270 nm.

O plano experimental corresponde a fixar inicialmente uma temperatura dentro do
intervalo de 30 e 40°C e realizar um plano fatorial com trés variaveis - pressao (dois
niveis), tipo (trés niveis) e composicao de co-solvente (quatro niveis) - gerando vinte e
quatro experimentos, como mostra a Tabela 3.1.

Composigdes muito baixas de co-solvente ndo foram passiveis de analise, pois
comprometem a precisao da bomba de fase liquida.

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata para que se pudesse avaliar os
erros para cada condicdo experimental em particular e ndo assumi-lo como constante.
Para as mesmas condigcbes experimentais, todos os ensaios foram reproduzidos com
TTBB.
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Parametros cromatograficos como fator de retencdo (Equagdo 1), fator de
separacgao (Equacao 2), resolucao (Equagdes 17) e numero de pratos (Equagao 14) foram

determinados.

Tabela 3.1. Variagdes de pressao, tipo e composi¢do de co-solvente para a determinagéo

das isotermas de equilibrio com fase mével supercritica a temperatura média de 35°C.

Composicao

Ensaio P (bar) Tipo co-solvente
co-solvente o
(%vliv)

1 80 Metanol 7

2 160 Metanol 7

3 80 Etanol 7

4 160 Etanol 7

5 80 Isopropanol 7

6 160 Isopropanol 7

7 80 Metanol 14
8 160 Metanol 14
9 80 Etanol 14
10 160 Etanol 14
11 80 Isopropanol 14
12 160 Isopropanol 14
13 80 Metanol 21
14 160 Metanol 21
15 80 Etanol 21
16 160 Etanol 21
17 80 Isopropanol 21
18 160 Isopropanol 21
19 80 Metanol 28
20 160 Metanol 28
21 80 Etanol 28
22 160 Etanol 28
23 80 Isopropanol 28
24 160 Isopropanol 28

Com base nas Equagdes (82) a (88), adaptadas a mesma rotina descrita
anteriormente no software MathCAD a partir de uma implementacao pré-definida por
SANDLER (1999), as condi¢cbes experimentais asseguraram a composicao do eluente por
uma fase Unica em relacéo as propriedades termodindmicas da mistura multicomponente
obtidas.

3.2.2.3. Avaliagao das constantes de Henry

As constantes de Henry (He) para cada enantidmero foram determinadas pela

Equacao (27) a partir de experimentos de adsor¢ao na FEQ em condi¢des diluidas e a
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influéncia das condicoes experimentais foram avaliadas. Correlagcbes semi-empiricas
descritas pelas Equacgdes (30) e (31) foram utilizadas para tentar descrever a influéncia da
densidade da fase fluida e da concentragdo de modificador na constante de Henry do

soluto.

3.2.24. Avaliagao dos coeficientes de dispersao axial e de

transferéncia de massa

O coeficiente de dispersao axial (D;) e o parametro de transferéncia de massa
global (k,) foram calculados a partir dos experimentos em condi¢gdes lineares nas
condigcbes do ponto central. Com os graficos de HETP em fungdo da velocidade
intersticial da fase mével (up), os dados foram ajustados com base na Equacdo (9) e,
determinando-se A, B e C (Equagdes 10, 11 e 12), foram determinados os coeficientes de

dispersao axial, D, e de transferéncia de massa, k.
3.2.2.5. Avaliagdao do comportamento termodinamico da adsorgao

Determinadas as condi¢des prévias de co-solvente e composi¢ao e pressdo mais
promissores a enantioseparacdo do mitotano, foram realizados experimentos para avaliar
a influéncia da variagdo de temperatura no intervalo de 30 a 40°C, gerando trés novos

experimentos.

Os parametros termodindmicos de adsorcido foram determinados através do
grafico de van't Hoff de acordo com as Equagées (19) e (20). A variagdo de entalpia, AH?,
e variagdo de entropia, AS® foram determinados através da inclinacdo e intersecdo do
grafico In k x 1/T e os valores de AAS? e AAH® foram obtidos do gréafico /In a x 1/T. A

temperatura isoenantiosseletiva foi definida através da Equacgao (21).

3.2.3. Experimentos com solugées concentradas

3.2.3.1. Avaliagao do equilibrio de adsorgao

O estudo de sobrecarga da coluna utilizando-se fase moével supercritica foi
realizado com base nas condicbes de temperatura e pressido de trabalho idéias assim
como a composicao de eluente, definidas previamente para a condicao diluida. Pulsos de
dois niveis de volume do racémico para a mesma concentragéo (Tabela 3.2) a vazéo de 3

mL/min foram injetados na coluna cromatografica O valor maximo de concentracdo
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injetada ao sistema foi estabelecido com base na solubilidade do mitotano racémico em
CO, nas proximidades do ponto critico a partir dos estudos realizados por FAVARETO et
al. (2010), de acordo com as condigbes de temperatura e pressido trabalhados. As

respostas das injegdes foram monitoradas pelo detector UV-Vis a 270 nm.

Com os resultados obtidos, foi possivel a avaliacdo do efeito competitivo dos
enantidmeros pelos sitios de adsor¢ao através do ajuste a diferentes modelos de

isotermas nao-lineares.

A estimagdo dos par&metros das isotermas foi realizada através do método
inverso. As isotermas de equilibrio foram determinadas por integracdo numérica de um
modelo de cromatografia ndo-linear, nesse caso o Equilibrio Dispersivo (Equagéo 37), e
pela procura dos valores dos seus respectivos parametros de forma a minimizar a

diferenca entre os perfis experimental e calculado.

Tabela 3.2. Variagbes de volume dos pulsos de injegéo (Vi,;) e concentracdo de
alimentagao da mistura racémica de mitotano (C,;») para a determinagéo das isotermas
de equilibrio sob condi¢des de sobrecarga utilizando como fase movel fluido nas

proximidades do ponto critico.

Vinj (ML) Caim (g/L)
100 1
200 1

Um modelo de isoterma dentre as de Langmuir nao-competitivo (Equagao 89),
Langmuir competitivo (Equagdo 90) e Langmuir competitivo com denominadores
diferentes para cada enantibmero (Equagbes 91a e b) foi selecionado e estimativas

iniciais para os parametros foram feitas.

AC .
=4~ parai=1,2 (89)
b 1+ B,C g
C
qﬁ#,paraiﬂ,z,j:mz (90)
1+ZlBi,jcj
J=
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q, :#, para i:‘|’ 2 (913)
1+ B,
i=1
A.C,
g, =——————, paraj=1, 2 (91b)
1+> BB,C,

J=1

Entao, os perfis de sobrecarga foram calculados a partir do modelo cromatografico
nao-linear ja pré-definido e os perfis medidos e calculados foram comparados através da

avaliagado da fungéo objetivo, Equagéao (78).

Faixas para os parametros da isoterma foram estabelecidas e, através de uma
técnica estocastica de otimizagdo, como a otimizagao por Enxame de Particulas (Particle
Swarm Optimization - PSO), a fungdo objetivo foi calculada para cada parametro ou
particula. Se seu valor fosse melhor que o valor guardado no vetor que contém os valores
calculados da funcdo para cada particula, seu valor seria atualizado, sendo também
atualizada a melhor posi¢cado desta particula na matriz que guarda a melhor solugédo de
cada uma. Caso alguma particula obtenha uma posigdo com o valor da fungéo objetivo
melhor do que aquele obtido pela melhor particula na iteragao anterior, o indice da melhor
particula seria atualizado (SUCUPIRA, 2004).

Os parametros finais foram definidos através de uma técnica de otimizacdo, como
0 Quase-Newton, que busca o melhor resultado a partir da geragao de sequéncias com
boas propriedades de convergéncia sem ter que avaliar a matriz Jacobiana,
matriz formada pelas derivadas parciais de primeira ordem de uma fungao vetorial, a cada
iteracdo (MENDONCA & LOPES, 2004).

Os modelos matematicos de sistemas cromatograficos, como o Equilibrio
Dispersivo, correspondem a equagdes diferenciais parciais de segunda ordem acopladas
a equacgdes algébricas que caracterizam o equilibrio de adsor¢do e as condigbes de
contorno e iniciais. A resolugdo numérica de uma equacgao diferencial parcial (EDP) é
desenvolvida substituindo as derivadas espaciais por aproximagdes discretas, gerando
um problema de valor inicial. O sistema de equacdes diferenciais ordinarias (EDO) ou o
sistema de equacgdes diferenciais e algébricas (EAD) resultante é resolvido utilizando um
integrador na variavel tempo. Esta técnica de discretizagdo no espaco e integragdo do
sistema resultante é conhecida como método das linhas. As equacdes resultantes da
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discretizagdo espacial e as restricdes algébricas sao tratadas através da abordagem
algébrico-diferencial, cujo codigo computacional DASSL (PETZOLD, 1989) tem sido
empregado para a resolugdo numérica desse tipo de sistema devido a sua robustez e
aplicabilidade em sistemas implicitos (VIEIRA & BISCAIA Jr., 2000).

3.2.4. Determinacgao das condi¢6es de operagao
3.2.4.1. Processo em batelada

Discriminado o modelo de isoterma e definidos seus paradmetros, a concentragao
de alimentacao foi avaliada como parametros de otimizacdo na enantioseparacao do
mitotano para volumes de inje¢do de 100 e 200 uL. Foram definidas como fungdes
objetivo, a maximizacao da produtividade (Equacgao 43) e a minimizagao do consumo de

solvente (Equacgao 46), estabelecendo-se um problema de otimizagdo multi-objetivo.

Desta forma, oito valores de concentragdo de alimentagao entre 0,1 e 5 mg/mL,
variando-se a pureza da fragdo coletada em trés niveis nao inferiores a 85%, foram
avaliadas em razdo destas fungdes objetivo. O valor maximo de concentragdo de
alimentacao foi estabelecido com base na solubilidade do mitotano racémico em CO,
supercritico a partir dos estudos realizados por FAVARETO et al. (2010), de acordo com
as condi¢cdes de temperatura e pressao trabalhados. A mesma coluna cromatografica
utilizada experimentalmente foi mantida, Kromasil CHI-TBB (250 x 10 mm) e a velocidade
intersticial do fluido mais adequada foi definida através da analise das curvas de van

Deemter.

A otimizagao multi-objetivo foi obtida a partir da simulagdo do comportamento da
coluna utilizando-se uma rotina similar a disponibilizada para a avaliacdo do equilibrio de
adsorcao (item 3.2.3.1) e complementada por uma rotina adaptada ao Excel capaz de
fornecer as variaveis de desempenho a partir dos critérios de pureza para cada

enantibmero.
3.2.4.2. Processo em leito mével simulado
3.2.4.2.1. Definicao das fases estacionaria e movel

As combinagdes estabelecida por DIAS (2007), 95% de hexano e 5% de acetato
de etila, quando utilizada a FEQ Kromasil CHI-TBB e por CARVALHO Jr. (2010), 60% de
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isopropanol e 40% de metanol, quando utilizada a FEQ Chiralpak AD, foram testadas

como fase movel.
3.2.4.2.2. Solubilidade do mitotano no fluido liquido

Para determinacdo da concentragdo maxima de mitotano que se possa trabalhar,
foi necessario determinar os limites de solubilidade da mistura racémica no eluente
utilizado. O equipamento Crystal16™ (Avantium Research and Technology, Holanda) foi
empregado para as medidas e € composto por um sistema de multiplos reatores que
podem conter 16 (4 x 4) frascos de vidros padrao HPLC (11,5 mm didametro, 1,8 mL
volume). Um método politérmico foi aplicado carregando os blocos do reator com trés
concentracdes conhecidas de solugao de mitotano racémico para avaliacido. O sistema foi
aquecido até que os solidos introduzidos no solvente fossem completamente dissolvidos
(taxa de aquecimento: 0,5 K/min) e, em seguida, resfriado e todas as amostras
recristalizadas a -10°C (taxa de resfriamento: -0,5 K/min). Com uma taxa de aquecimento
de 0,04 K/min a solubilidade final foi determinada através de sensores de turbidez. Assim,
as temperaturas de saturacdo avaliadas para as concentragbes correspondentes foram
plotadas por meio de uma curva nao-linear (van't Hoff) para obter a curva de solubilidade
final.

3.2.4.2.3. Porosidades das colunas

As porosidades das colunas, ¢, foram medidas convencionalmente a partir de
injecoes de pulsos de 5 uL de solugdo de 5,5 mg/mL de um composto nao-adsorvido,

TTBB neste caso, a vazdo de 1 mL/min.
3.2.4.2.4. Estimacao dos parametros de adsorgao

Dadas as isotermas lineares, as constantes de Henry para cada enantibmero
foram determinadas (Equacgao 27) a partir de injecées de pulsos de 5 pL de solugao de
6,5 mg/mL do mitotano racémico a 1 mL/min de fase movel.

3.2.4.2.5. Definigao da regiao e pontos de operagao

Para a definicdo dos pontos de operagéo, um software de simulacdo e otimizacao

para separacoes utilizando LMS foi utilizado. O SMB Guide® Windows™ (Knauer, Berlin,
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Alemanha) é capaz de predizer a regidao de completa separagdo com base nas isotermas
linear, de Langmuir ou multiLangmuir ou mesmo para os modelo de biLangmuir e multi
biLangmuir, mostrando claramente os perfis de concentragcio interna e externa o que
permite uma visao geral do processo LMS. Os dados de configuragdo e de alimentagéo
do sistema foram necessarios para que os demais pardmetros do processo fossem

calculados. A concentracao de alimentagao foi de 5 mg/mL.
3.2.4.2.6. Avaliagao das variaveis de desempenho

A avaliacdo do desempenho do LMS foi realizada através da analise da pureza,
recuperagao, consumo de solvente e produtividade, de acordo com as Equagdes (73a),
(73b), (74a), (74b), (75a), (75b),(76a) e (76b).
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

4.1. Validagao da unidade operacional com fluido nas proximidades do ponto critico

4.1.1. Determinacao da porosidade da coluna

A porosidade total da coluna a 35°C foi determinada através da Equacao (80)
alcangando um valor de 0,581. Com os valores de ¢y e ¢ definidos, 0,581 e 0,380, tem-se,
de acordo com a Equacgao (79), o valor de ¢p, 0,339, calculado a partir do coeficiente
angular da reta. Tragando-se um comparativo com os valores da porosidade total, 0,598 e
da particula, 0,352, obtidos por DIAS (2007) que utilizou a mesma FEQ Kromasil CHI-TBB
na enantioseparacdo do mitotano, os valores determinados aqui para as mesmas

porosidades, mantiveram-se dentro dos esperado.

4.1.2. Determinagdo do volume morto da unidade cromatografica com

fluido nas proximidades do ponto critico

Dado o tempo de retencao () do pulso de 50 uL de TTBB, introduzido no sistema
e a vazao utilizada (Q), 1 mL/min, obteve-se um valor de 12,76 mL de acordo com a

relagao:

Vi = 1,0 (92)

volume este que corresponde a todas tubulagbes conexdes do sistema cromatografico,

desde o injetor de amostra até o detector de UV.
4.1.3. Calibragao do sistema de analise

Na calibragdo do sistema de anadlise de forma indireta a partir dos perfis obtidos

nos experimentos de sobrecarga, a seguinte fungdo matematica foi a que melhor
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correlacionou o sinal do detector de UV com a concentragao de mitotano (mg/mL), cuja

relagdo entre as massas injetada e calculada é mostrada na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Relagao entre as massas injetada e calculada (mg) de mitotano.

minjetada (mg) Mecalculada (mg)
0,1 0,08
0,1 0,07
0,1 0,07
0,2 0,25
0,2 0,18
0,2 0,18

De acordo com a Tabela 4.1, houve uma variabilidade entre os valores das
massas injetadas de soluto experimentalmente e previstas pelo modelo. Dado que o
modelo foi o que melhor se adaptou aos dados dentre outros modelos testados, essa
variagdo pode ter sido conseqiiéncia de erro sistematico experimental ou mesmo de

problemas de precipitagcdo ao longo da linha.
4.2. Experimentos com solugées diluidas

4.2.1. Avaliacao da influéncia da pressiao e da composicao da fase
movel no equilibrio de adsor¢ao

Na literatura cientifica, ndo ha descricdo da enantioseparagdo do mitotano
racémico usando cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico, sobretudo
utilizando a coluna Kromasil CHI-TBB, como descrito neste trabalho. A Tabela 4.2 mostra
os valores dos parametros de separagao para cada enantidmero do mitotano, assim como
a resolugdo para o enantibmero S e a densidade para cada condicdo experimental.
Valores de a = 1 indicam que ndo houve separacdo. Os valores entre parénteses
representam os desvios padrdao em relacdo a triplicata. O primeiro enantibmero a ser

eluido corresponde ao S-mitotano sendo o segundo e ultimo o R-mitotano.

Considerando a natureza apolar do CO,, modificadores polares sdo adicionados
para aumentar a solubilidade particularmente quando solutos polares serao separados. A
adicdo de um modificador polar provoca dois impactos distintos: o primeiro muda o poder
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solvente da fase mével e, no segundo, modificadores competem com os solutos pelos
sitios ativos de adsorcdo (WENDA & RAJENDRAN, 2009).

Tabela 4.2. Valores da seletividade, fatores de capacidade e resolugdo para os

enantibmeros do mitotano assim como a densidade nas condicbes experimentais

estudadas.
Modificador % P a ks kg Rsg
(g/mL)
80 bar
Metanol 7 0,60 1,05 (0,0001) 4,25 (0,03) 4,47 (0,03) 0,67 (0,0009)
14 0,67 1(0,001) 3,3(0,2) 3,4(0,2) 0,5 (0,007)
21 0,71 1 2,66 (0,07) -
28 0,72 1 1,57 (0,009) -
Etanol 7 0,82 1,06 (0,0003) 4,6 (0,05) 4,9 (0,05) 1,02 (0,003)
14 0,90 1,08 (0,0007) 4,3 (0,02) 4,63 (0,02) 1(0,02)
21 0,93 1,06 (0,0008) 1,5 (0,01) 1,58 (0,01) 0,6 (0,01)
28 0,93 1(0,0013) 1,46 (0,02) 1,5 (0,02) 0,67 (0,007)
Isopropanol 7 1,03 1,08 (0,001) 3,65 (0,02) 3,94 (0,02) 0,94 (0,01)
14 1,12 1,08 (0,0003) 2,5(0,04) 2,7 (0,04) 0,88 (0,008)
21 1,15 1,06 (0,002) 2,37 (0,04) 2,5(0,04) 0,7(0,02)
28 1,15 1 (0,005) 2,3 (0,06) 2,3(0,07) 1(0,2)
160 bar
Metanol 7 0,67 1,06 (0,01) 1,56 (0,01) 1,66 (0,01) 0,7 (0,1)
14 0,71 1,47 (0,2) 0,7 (0,24) 1,04 (0,25) 1,06 (0,1)
21 0,73 1 0,79 (0,01) -
28 0,73 1 0,72 (0,01) -
Etanol 7 0,92 1,06 (0,01) 2,13 (0,07) 2,27 (0,1) 0,9 (0,2)
14 0,96 1,05 (0,005) 1,47 (0,06) 1,54 (0,05) 0,6 (0,05)
21 0,96 1 0,88 (0,05) -
28 0,96 1 1,02 (0,007) -
Isopropanol 7 1,18 1,3 (0,04) 1,3 (0,14) 1,7 (0,13) 1(0,1)
14 1,20 1,07 (0,003) 1,65 (0,02) 1,8 (0,02) 0,8 (0,04)
21 1,20 1 (0,002) 3,8 (0,04) 4 (0,03) 0,7 (0,04)
28 1,18 1 2,68 (0,07) -

Conc =1 mg/mL, T = 35°C, Vi = 50 L.

: ndo houve separacdo e portanto ndo ha resolucdo dos enantiomeros do mitotano

Assim, tanto a natureza como a concentragcdo do modificador afetam a retengao e
a seletividade em cromatografia com CO, a alta pressao (SUBRAMANIAN, 2007). Ainda,
os experimentos com fluido nas proximidades do ponto critico sdo sempre relacionados
com a dependéncia de pressado: a alta pressdo, a densidade aumenta melhorando a
solubilidade e reduzindo a adsorgéo (LUBBERT et al., 2007).

Os fatores de retengédo (k) decresceram com o aumento da pressdo como
consequéncia do aumento da densidade e do poder de solvatagdo da fase movel. Esse
comportamento também é descrito por TORIBIO et al. (2001), para a separagao quiral de

cetoconazol na coluna Chiralpak AD utilizando os mesmos co-solventes a 200 bar e 35°C.
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Ainda, devido ao aumento da polaridade da fase mével e da solubilidade do soluto,
quando a concentragdo dos alcoois adicionadas foram aumentadas houve uma reducao
nos valores de k, tal como observaram SU et al. (2009) na enantioseparagdo de um
racémico precursor da trans-paroxetina em Daicel Chiralpak AD, utilizando os mesmos
alcoois como solventes modificadores a 15 MPa e 35°C. A analise do desvio padrao
obtido entre as triplicatas experimentais para os fatores de retencdo de cada um dos
enantidmeros mostrou que eles nao sao aleatdrios e sim sistematicos, ou seja, aqueles
que resultam das discrepancias observacionais persistentes. Esse efeito sistematico que
provoca erros no valor de k para o S-mitotano e atinge da mesma forma os valores de k
para o R-mitotano poderia ser ocasionada por flutuagdes na vazado de trabalho, por

exemplo.

Desde que muitas propriedades termofisicas podem ser relacionadas a retencao
nos processos de separagao utilizando cromatografia com fluido nas proximidades do
ponto critico, torna-se essencial uma investigagdo das caracteristicas da retengéo.
Variando-se a pressdo de 80 para 160 bar e mantendo-se a composi¢cdo de solvente
constante, ratificou-se a relagdo inversamente proporcional entre o fator de retencédo dos
enantidmeros do mitotano e a solubilidade do mesmo soluto na fase movel, dado que o
aumento da pressao refletiu da mesma forma no poder solvente dessa ultima, como

mostrado na Equacgao (26).

Considerando-se os efeitos da composicdo da fase fluida, de acordo com o
trabalho desenvolvido por ROTH (2004), a retengdo do soluto € uma fungdo das

contribuigdes que advém tanto dessa fase mével (FM) quanto da fase sdlida (FS).

De acordo com o mesmo trabalho, as mudangas no fator de retencdo do soluto
com a pressao em condicde isotérmicas sdo funcdo dos volumes parciais molares do
soluto nas fases movel e sdlida a diluigdo infinita (W, @), da compressibilidade
isotérmica da fase movel como fluido puro (B r), da compressibilidade isotérmica da fase
solida saturada com a fase movel fluida (fs7), do potencial quimico do soluto na fase
solida a diluigéo infinita (ug’) e da fragdo massica da fase mével fluida na fase sélida (wg).

Essa relagdo pode ser expressa como mostra a Equacgao (94):
Olnk _[V;—V‘;ﬂ_ﬂ Vs g Lfous ) (Ows
oP ). RT Yy, TR ows ) L oP ), (94)
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A compressibilidade isotérmica da fase moével como fluido puro € uma fungao da

densidade molar dessa fase movel (p,;) como expressa a Equacgao (95):
Olnk Olnpu
Puur ( oP jT [ dlnk jT (%)

: : - ” Vs
Considerando a incompressibilidade da fase solida V_'HS’T =01,
M

algebricamente tem-se a seguinte relagéo:

V-7 )P 1

k(P,T = cte)=ex (M—S—ln -—

( ) p{ — =y s g, s )} (96)
O volume parcial molar do soluto na fase mével (V) é relacionado ao volume

molar do soluto sélido (Vy,;) e a solubilidade do soluto em um fluido nas proximidades do

ponto critico a diluigdo infinita (y,;) segundo expressam GITTERMAN & PROCOCCIA

(1983) e SUNOL et al. (1994).

Vii =V, —RT(Iny,) (97)

Ainda de acordo com ROTH (2004), as mudangas no fator de retencdo do soluto
com a variagdo da composicdo do eluente a pressdo e temperatura constantes sao
fungdo do coeficiente de fugacidade do soluto na fase movel a diluigao infinita (@), da
fracdo molar do co-solvente na fase movel binaria (X)) e na fase sdlida (Xs), das
expansividades da mistura em relagcao a fase movel (§),) e em relagéo a fase sélida (¢5) e
do potencial quimico do soluto na fase solida a diluigao infinita (ug’). Tal relagdo pode ser

expressa pela Equagéo (98):

S
X, ), Lo, ), aX ., Rrloxg) \ax, )., (98)

A expansividade da mistura em relagao a fase soélida torna-se nula dado que o

adsorvente ndao se expande na presenca do co-solvente [ §S(6X J —OJe a
M Jr.p

expansividade da mistura em relagédo a fase mével é dada pela Equagéao (99):
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£ = L[ﬂ} 99
M
Pu a‘kM r.p (99)

Dado o devido tratamento algébrico, a Equacgao (98) pode ser dada pela relagéo

expressa da seguinte forma:

|
k(co —solvente, X ,,,P = cte,T = cte) = exp[ln oy, —Inp,, —E,U;o} (100)

Assim, dadas as relagbes expressas pelas Equagdes (96) e (100), o fator de

retengdo pode ser expresso como segue:

k = k(P,T = cte)* k(co — solvente, X ,,, P = cte,T = cte) (101)

Da forma com que foram expressas as relagbes do fator de retengcdo com a
variagcao de pressado e com a variacdo da composi¢cao da fase movel, é visto que ambas

sdo dependentes de caracteristicas das fases mével (FM) e sdlida (FS).

A parcela que se refere a fase movel demonstrou as influéncias do co-solvente e
da pressdo na condicdo termodindmica dessa mesma fase e também contemplou
propriedades como o coeficiente de fugacidade e a solubilidade que, como sao idénticas
para ambos os enantidmeros do mitotano, evidenciou que os efeitos da composicéo e da
pressao no coeficiente de retencao foram idénticos para ambas as formas. A contribuicdo
referente a fase sdlida se pronunciou através das mesmas influéncias anteriores no
estado termodinamico dessa fase adicionada de propriedades de cada um dos
enantidbmeros do mitotano como o volume molar do soluto sélido e parcial molar do soluto
adsorvido na superficie da FEQ, esses sim responsaveis pela discriminagao quiral no
processo de separagao. Entdo, as contribuicbes de FM e FS podem ser sumarizadas
como segue abaixo, a partir das relagdes expressas anteriormente a partir dos estudos
realizados por ROTH (2004):

@,, (co—solvente, P = cte,T, X ;)

P, (co—solvente P =cte,T,X,,)

FM(co—solvente X,,,T,P) =
P, (co—solvente, P,T,X,, = cte)y,, (co—solvente P,T,X,, = cte)

(102)
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(a)

(c)

FM (co-solvente, Xy, T,P)

FM (co-solvente,Xy,T,P)

(Vsol —V.” (X = cte, P))P— ui (X, P = cte)

FS(co—solvente,Vsol,V", X ,T, P) = exp 7

(103)

E assim, outra forma de expressar a relagdo dada pela Equacido (101) segue

abaixo:
k = FM (co — solvente ,X, ,T,P)ES (co — solvente ,Vsol ,I7S°°,XS,T,P) (104)

O efeito combinado entre a densidade da fase fluida e o coeficiente de fugacidade
do mitotano nessa mesma fase fluida em fungao do percentual de solvente modificador
adicionado ao CO, nas proximidades do ponto critico a pressao fixa de 160 bar, contribui
para o aumento do fator de retengdo do mitotano. Ja o efeito global das propriedades da
fase movel indicou que ha uma reducdo do fator de retencéo até determinado percentual
de co-solvente seguido de um crescimento exponencial a partir deste mesmo ponto, como

mostra a Figura 4.1.
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Figura 4.1. Efeito das caracteristicas da fase
movel (FM) no fator de retengdo do mitotano

quando utilizados percentuais de metanol (a),



(a)

(c)

FS (co-solvente,Vsol,Vs,X,P,T)

FS (co-solvente,Vsol,Vs,X,P,T)

Da mesma forma, foi feita a analise do efeito global das propriedades da fase

solida no fator de retencdo do mitotano. Sendo a contribuicdo referente a fase solida no

fator de retencdo dependente do potencial quimico do soluto adsorvido na superficie da

fase estacionaria, pode-se avaliar o qudo a retencido do soluto é influenciada por essa

propriedade. Dado que a avaliagdo do potencial quimico a partir de propriedades

termodindmicas do soluto tanto na fase mével como na fase estacionaria demandaria do

uso de um modelo de energia de excesso, decidiu-se por definir o potencial quimico como

uma funcao linear do percentual de co-solvente adicionado ao CO, nas proximidades do

ponto critico.

A Figura 4.2 expbe o comportamento do fator de retengdo do mitotano como

fungao das propriedades da fase sélida.
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Figura 4.2. Efeito das caracteristicas da fase
sélida (FS) no fator de retengcdo do mitotano
quando utilizados percentuais de metanol (a),

etanol (b) e isopropanol (c) a 160 bar.

Para o metanol e o etanol, pode-se dizer que os potenciais quimicos do soluto

adsorvido na fase estacionaria foram analogos, pois 0 comportamento observado foi o



(a)

(c)

mesmo: o aumento do percentual de co-solvente ocasionou um decréscimo no fator de

retencdo do mitotano. Dessa forma, o potencial quimico do mitotano adsorvido foi

diferente apenas quando adicionado isopropanol como solvente modificador no momento

que o aumento da concentragdo de modificador ocasionou um aumento no fator de

retencédo do mitotano.

Quando utilizado etanol e metanol, a retengdo do mitotano foi mais influenciada

pelas caracteristicas da fase solida e o potencial quimico do soluto adsorvido é mais

dependente do percentual de co-solvente. Entretanto, utilizando-se isopropanol essa

dependéncia foi menos pronunciada e as caracteristicas da fase soélida exerceram uma

baixa influéncia na retencao do soluto quando utilizado esse alcool.

Dessa forma, o comportamento do pardmetro k, Figura 4.3, quando adicionado

cada um dos alcoois utilizados como co-solvente foi influenciado, sobretudo, pelas

contribuicdes provenientes da fase sélida, as quais promovem a discriminagao quiral.

5 10 15 20
Co-solvente (% viv)

25

30

5 10 15 20
Co-solvente (% viv)

25

30

0,35

0,30

0,20

0,15

k (FM,FS)

0,10

0,05

0,00
0 5 10 15 20 25 30

(b) Co-solvente (% viv)

Figura 4.3. Perfis do fator de retengdo em
fungdo do percentual adicionado de metanol (a),

etanol (b) e isopropanol (c) a 160 bar.
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A seletividade (a) é dada pela relagao entre o fator de retencao (k) do componente
mais retido pelo do componente menos retido que é somente funcio da distribuicdo do
soluto entre as fases modvel e estacionaria. Como segundo FRANCOTTE & JUKER-
BUCHHEIT (1992), a seletividade de enantidmero frente a outro é primeiro determinada
pela capacidade de reconhecimento da FEQ para entdo ser influenciada por outros
fatores, a 160 bar, para a adigdo de 7% de isopropanol, diferengas entre as forgas de
adsorcao dos enantidmeros se pronunciaram durante o processo de enantioseparacao e
com a adigao de 14% de metanol, essas diferengas tornaram-se ainda mais significativas

de forma a se obter a seletividade mais promissora, com valor de 1,47.

Em torno dessa seletividade, se tem um intervalo de valores que contempla um
minimo de 0,97 e um maximo de 1,97, ou seja, entre esses esta o valor plausivel para o
fator de separagao baseado nos dados amostrais com 98% de confianga. Ainda assim,
dentro dessa regido as chances de que se alcance a enantioseparagdo do mitotano séo
superiores e dessa forma mais promissoras do que seriam nas demais condicbes

experimentais, mesmo que considere os baixos valores obtidos para o desvio padrao.

Ainda de acordo com o que expde ROTH (2004) e baseado nas relagdes definidas

pelas Equagdes (102) e (103), a seletividade pode ser expressa a partir das seguintes

relagdes:
I @,, (co —solvente , P = cte,T, X ,,) ]
P (co—solvente ,P =cte, T, X ,,) exp (Vsol —V (X4 =cte, P))P—ul (X, P =cte)
Py (co—solvente ,P,T, X, =cte)y,, (co—solvente ,P,T, X, =cte) RT
_k(FM,FS) (L
ky(FM , FS) [ @, (co—solvente ,P = cte, T, X ,,) ]
P (co—solvente ,P =cte, T, X,,) exp (Vsol =V (X =cte, P))P—us (X, P =cte)
Py (co —solvente ,P,T, X, =cte)y, (co—solvente ,P,T, X, =cte) RT

(105)

No momento que as contribuicdes relativas a FS sdo as que promovem a
discriminagao quiral, sdo baseadas nelas as colocagdes pertinentes ao comportamento da

seletividade.

Para um dado percentual de co-solvente constante, a seletividade torna-se entao
uma funcdo da variagdo da pressdao que por sua vez, &€ diretamente influenciada pelo
volume parcial molar de cada uma das espécies adsorvidas na superficie da fase solida.

Dessa forma, a variacdo da pressao pode tornar mais ou menos intensas as interagdes de
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cada um dos enantibmeros com a fase sélida, o que é fundamental para a particdo do
soluto entre as fases. Assim comparando-se as seletividades obtidas quando adicionado
14% de metanol a 80 e 160 bar, no ultimo caso, um dos enantidmeros interagiu com
maior intensidade com a fase soélida do que o outro e como interagcbes mais intensas
ocasionam a retragcdo do volume parcial molar do enantidmero na superficie da fase
estacionaria, o volume parcial molar desse enantibmero na superficie da FEQ manteve-se

menor que o da outra espécie.

Contudo, considerando-se o processo de separagdao a pressao constante, o
comportamento da seletividade tornou-se uma forte funcdo do potencial quimico do
mitotano adsorvido e, dessa forma, esse mesmo potencial quimico foi significativamente
superior para uma das espécies quando utilizado 7% de isopropanol e ainda mais quando
adicionado 14% de metanol como solvente modificador resultando nas seletividades mais
altas e destacando-se dos demais casos onde o potencial quimico de cada uma das

espécies tende a valores similares.

As resolucgdes obtidas em cada condicdo estudada, a maioria ndo superior a 1,00,
foram semelhantes aos valores obtidos por TORIBIO et al. (2004) na separagao
enantiomérica de hexaconazol e tebuconazol, pesticidas do grupo triazol, utilizando a
coluna Chiralpak AD e CO, supercritico como eluente com a adicao de metanol, etanol e
isopropanol em trés concentragdes diferentes, a 35°C e 200 bar e aos obtidos por
BERNAL et al. (2000) na separagéo dos enantidbmeros de quatro compostos derivados de
1-dioxilane a 35°C e 200 bar utilizando CO, supercritico com a adicdo de metanol, etanal,

2-propanol ou acetonitrila como fase mével e Chiralpak AD.
4.2.2. Avaliagao das constantes de Henry

Na Tabela 4.3 estao expressos os valores das constantes de Henry para todas as
condigcdes experimentais estudadas e os respectivos desvios padrdao em relacdo a
triplicata experimental. Para condi¢cdes onde a separacao nio foi alcancada, apenas um

valor de He contempla as duas formas, S e R-mitotano.

Para a temperatura fixa estudada de 35°C e um dado percentual de modificador,
os valores das constantes de Henry decresceram com o aumento da pressao ja que em
condi¢des supercriticas, a particido do soluto entre a FEQ e a fase fluida € uma forte
funcdo do poder solvente da ultima. O incremento da pressao aumenta o poder solvente

da fase fluida o que conduz a uma redugao do valor de He do soluto. Ainda, quando a
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pressdao de trabalho € mantida constante, o aumento do percentual de modificador
também ocasiona um decréscimo nos valores de He. Isto pode ser explicado de duas
formas: na primeira, a adicdo de um solvente polar como o metanol, o etanol e o
isopropanol, aumenta a densidade da fase fluida e conseqlientemente poder solvente,
ambas tendendo a redugdo de He e na segunda, atribuida aos possiveis efeitos de
competitividade entre o soluto e o modificador pelos sitios de adsorcdo, dado que o
modificador pode também ter adsorvido na FEQ. Contudo, para a adi¢ao de 21 e 28% de
isopropanol, o comportamento contrariou o estabelecido nos demais casos, e a constante

de Henry aumentou com o aumento da presséo de 80 para 160 bar.

Os parametros das Equacgdes (25) e (26) foram estimados a partir da minimizagéo
da funcdo de minimos quadrados entre os valores de He para cada componente

calculados e os valores correspondentes obtidos a partir dos resultados experimentais.

Tabela 4.3. Valores das constantes de Henry para os enantibmeros do mitotano nas

condi¢des experimentais estudadas.

Modificador % (glrF;lL) Hes Her % (glrFI)1L) Hes Her
80 bar 160 bar
7 0,60 71 75 7 0,67 2.7 2.9
(0,09) 0,1) (0,07) (0,04)
14 0,67 56 58 14 0,71 1,17 1,7
(0,34) (0,35) (0,4) (0,4)
Metanol 21 0,71 4.6 21 073 1,28
(0,04) (0,03)
28 0,72 2,95 28 0,73 1,14
(0,03) (0,006)
7 0,82 8,7 9.3 7 0,92 2,95 3.1
(0,12) 0,1) 0,1) (0,1)
14 0,90 8,6 9,2 14 0,96 2,2 2,3
(0,12) 0,1) (0,04) (0,03)
Etanol 21 093 3 3,2 21 0,96 1,4
(0,09) (0,10) (0,001)
28 093 2,96 3,1 28 0,96 1,4
(0,01) (0,01) (0,01)
7 1,03 7.4 7.9 7 1,18 2.15 2.8
(0,19) 0,2) (0,24) (0,23)
14 112 4,8 5,1 14 1,20 2,6 2,75
Isopropanol (0,12) ©.1) (0,03) (0,03)
21 115 4,2 4,4 21 1,20 53 55
(0,12) 0,1) (0,06) (0,07)
28 1,15 4 4,1 28 1,18 4,35
(0,13) (0,1) (0,09)

Conc =1 mg/mL, T = 35°C, Vi, = 50 pL.
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Os valores obtidos para os paradmetros de cada modelo estdo apresentados na
Tabela 4.4.

Adicionando-se metanol a 80 bar, assim como isopropanol a 160 bar, a influéncia
da concentragdo de modificador se pronunciou na densidade da fase fluida e no
parametro b. De acordo com a descricdo anterior do parametro b* nestes dois casos
houve a influéncia da variagdo do volume molar do soluto na faixa de concentragdo de
modificador estudada, entre 7 e 28%. Ainda, as concentragdes de metanol e isopropanol
provocaram efeitos opostos no volume molar enquanto o etanol ndo modificou o volume

molar do mitotano nestas condicoes.

Quando adicionados isopropanol a 80 bar e metanol a 160 bar, o efeito da
concentracdo de modificador se pronunciou apenas na densidade pois b* independe da

composicao de co-solvente.

Tabela 4.4. Parametros correspondentes as Equacgdes (25) e (26) a 80 e 160 bar, para

diferentes solventes modificadores.

Modificador Enatiomero a d = b q
80 bar
Metanol s 0,12 (0,03) 0702  027(002) -195(1.9)
s . 0,12 (0,002) 8,77 (0,3)
Etanol R ] 0,1 (0,002) 7.9(0.3)
isopropanol s ] 0,13 (0,003) 4.5 (0.4)
R 0,0014 (0,0004) 0,12 (0,003) 4,14 (0,4)
160 bar
s - 0,36 (0,01) 8,04 (0.75)
Metanol R 0,0015 (0,001) 0,34 (0,009) 8.82 (0.71)
onroancl s 20,009 (0,001) 056 (0.045)  -3,9(0,14) 50,5 (4.2)
prop R -0,003 (0,0008) 0,38 (0,02)  -4,38(0,12) 64,3 (0,6)

Conc =1 mg/mL, T = 35°C, V; = 50 L.

“-* pardmetro nao significativo no modelo.

Para a adigdo de metanol a 80 bar, ndo foi possivel a adaptagdo de nenhum dos
modelos anteriores para o R-mitotano assim como para a adigdo e etanol a 160 bar.

1
Se o termo (—j reflete o efeito da concentragdo do solvente polar
a,Cm+d,

adicionado a fase fluida na superficie do solido, com a adicdo de metanol a 80 bar na
faixa de composicdo estudada houve a influéncia mais pronunciada da concentragdo de
modificador nas caracteristicas da FEQ, para o enantiébmero 1.

79



0

Como o termo(p—j reflete a densidade da fase fluida que por sua vez e funcéo da

yo)

composicdo da mesma fase e da pressdo de trabalho, tais parametros influenciam a

constante de Henry em todas as condigdes estudadas.

Dado que as constantes empiricas p e g tém sinais opostos, ha uma indicagédo de
que a discriminagao quiral podera ser decorrente da variagdo do volume molar do soluto
para cada enantibmero em relagdo a concentragdo do co-solvente. Quanto maior o
percentual adicionado de solvente modificador, menor o potencial de discriminacao quiral
e ainda que haja um incremento na solubilidade do mitotano na fase fluida, ndo ha um

aumento na seletividade.

Desta forma, a correlagcbes semi-empiricas foram capazes de descrever a
influéncia da densidade da fase fluida e da concentracdo de modificador na constante de

Henry do soluto de forma satisfatoria.

4.2.3. Avaliagao dos coeficientes de dispersao axial e de transferéncia

de massa

A eficiéncia da coluna cromatografica foi avaliada através da analise de HETP,
uma fungao do numero de pratos (N) como expressa a Equagéo 14. Na Tabela 4.5 se tem
os valores de N para as cinco vazbes estudadas a temperatura constante de 35°C com
adicao de 18% de metanol ao CO, nas proximidades do ponto critico como eluente a 120
bar, condicdes do ponto central do plano experimental. Entre parénteses estao os desvios

padrao em relagao a triplicata experimental.

Tabela 4.5. NUumero de pratos a diferentes vazdes de trabalho medidas na coluna.

Q (mL/min) Ng Ngr
0,39 779,1 (30,2) 911,6 (4,3)
0,78 763,75 (39,2) 902,8 (8,6)
1,16 571,45 (45,9) 7847 (7)
1,55 541 (53) 651,9 (7)
1,94 484,8 (10,6) 589,4 (17)

Conc =1 mg/mL, T = 35°C, FM = CO; + 18% metanol
P =120 bar, Vi, = 50 yL.
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De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que os valores de N

diminuiram com o aumento da vazao e tal fenbmeno é decorrente da forte diminuicao do

tempo de retencao dos enantibmeros.

A Figura 4.4 mostra a dependéncia de HETP com a velocidade intersticial da fase

movel (up) através do grafico de van Deemter, para ambos os enantidmeros do mitotano.

Para baixas velocidades, HETP diminuiu com o aumento da velocidade o que evidenciou

que nesta condicdo a difusividade molecular do mitotano na fase fluida foi alta e

comparavel a difusividade turbilhonar. Essa representagao grafica exibe um valor minimo

de HETP, uma velocidade superficial 6tima que foi usada como paradmetro na etapa de

otimizag&o do processo em batelada. Esse valor minimo é resultante das contribuicées de

diferentes fenOmenos: de transferéncia de massa e hidrodinamicos e, € nesse valor de

velocidade 6tima que se tem a maior eficiéncia da coluna, associada a alta difusividade do

fluido nas proximidades do ponto critico em relagao aos liquidos (WENDA et al., 2011).
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Figura 4.4. Grafico de van Deemter para o S (a) e o R-mitotano (b).

Os coeficientes lineares e angulares das retas apresentadas na Figura 4.6

representam os parametros A, B e C da equagdo de van Deemter (Equagdo 9),

respectivamente e seus valores para os dois enantibmeros juntamente com os

respectivos coeficientes de correlagao estdo na Tabela 4.6.
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Com a determinagao dos coeficientes A, B e C, foi possivel calcular os valores dos
coeficientes de disperséo axial (D,) e de transferéncia de massa global (km), como mostra
a Tabela 4.7.

Tabela 4.6. Parametros A, B e C da equacao de van Deemter para os enantibmeros do

mitotano.
Enantiomeros A B C r?
S 1,43*10“(0,0045)  0,56*10“ (0,0007) 1,33*10“ (0,0055) 0,99
R 1,02*107 (0,003)  0,478*10“ (0,0005) 1,41*107(0,004) 0,99

Tabela 4.7. Coeficientes de dispersado axial e de transferéncia de massa global para os

enantidmeros do mitotano.

Enantidmeros D, km (min'1)
S 2,8°10°+7,16*107u, 24,88 (3,5)
R 2,4*10°+51*10°%, 17,76 (1,7)

Tragcando um paralelo entre os resultados obtidos em sistemas utilizando fluido
nas proximidades do ponto critico e os obtidos em sistemas de HPLC tipico, foi verificada
a presencga de efeitos de difusdo molecular representada pelo termo hiperbdlico C o que
nao se verifica no ultimo. Na cromatografia liquida, o efeito convectivo € mais intenso que
0 molecular e por isso esse termo desaparece, contrariando o comportamento quando
utilizado fluido nas proximidades do ponto critico, onde as difusdes molecular e turbilhonar

estado presentes e sdo demonstradas a partir desse termo C.

Somando-se o fato de que os valores do numero de Peclet (Pe) para sistemas
cromatograficos que utilizam fluido nas proximidades do ponto critico sdo baixos em
relagdo aos que usam eluente liquido e valendo-se da proporcionalidade inversa de Pe
com a dispersao axial D;, confirma-se que os valores de D, obtidos sdo significantes.
Dessa forma, representam e confirmam o efeito da difusdo molecular e dos efeitos de

turbilhonamento no sistema.

Segundo DUAN et al. (1998) e WANG & CHING (2002), como substancias quirais
apresentam propriedades fisico-quimicas idénticas e a dispersao axial em separacbes
enantioméricas é determinada pela vazao e nao pela difusdo molecular, o coeficiente de
dispersdo deveria ser aproximadamente o mesmo para os dois enantibmeros. Porém,
segundo os resultados expressos na Tabela 4.7, houve uma variagao deste coeficiente

entre os enantidbmeros do mitotano e alguns autores atribuem esse comportamento a
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erros experimentais enquanto outros a distribuicdo do tamanho de particula da FEQ e a
irregularidade das mesmas (DUAN et al., 1998; WANG & CHING, 2002).

Os valores de km para cada enantibmero sao estatisticamente iguais e,
comparando-os aos valores obtidos por DIAS (2007) na enantioseparagdo do mitotano
por cromatografia liquida, verificou-se o comportamento esperado: a transferéncia de
massa € mais rapida em fluidos nas proximidades do ponto critico que em fases moveis
liguidas como pontua CARRILHO et al. (2001).

4.2.4. Avaliacao da influéncia da temperatura no equilibrio de

adsorcao

O estudo termodinamico € uma estratégia para o entendimento da esséncia do
reconhecimento quiral mais profundamente (WENG et al., 2005). Associado com as
estruturas dos solutos de prova, certos aspectos significativos de mecanismos do
reconhecimento quiral podem ser obtidos (WENG et al., 2004). Recentemente, muitos
autores como PIRKLE (1991), WITTE et al. (1992), PAPADOPOULOU-MOURKIDOU
(1989) e MACAUDIERE et al. (1989) tém reportado casos nos quais a variacdo da

temperatura pode alterar as seletividades quirais (SMITH et al., 1995).

Para a avaliagcao do efeito da variagdo de temperatura no processo de separagao
do mitotano mantendo constantes as demais variaveis, adicao de 14% de metanol como
co-solvente a 160 bar, foi possivel se obter os dados que seguem na Tabela 4.8 com os

respectivos desvios padrao em relagéo a triplicata experimental.

Tabela 4.8. Parametros cromatograficos para a enantioseparacdo do mitotano nas

condi¢des mais promissoras € a diferentes temperaturas.

T

(K) (g/ran) o ks kR Hes HeR

303,15 0,72 1,45 (0,01) 0,4 (0,01) 0,5 (0,01) 0,4 (0,02) 0,6 (0,02)
308,15 0,71 1,36 (0,02) 0,7 (0,04) 0,9 (0,05) 0,8 (0,005) 1,1 (0,02)
313,15 0,69 1,26 (0,01) 0,8 (0,05) 1 (0,05) 1 (0,05) 1,2 (0,05)
Conc = 1 mg/mL, FM = CO, + 14% metanol, P = 160 bar, Vi, = 50 L.

A seletividade é determinada por uma contribuicdo entalpica que decresce com a
temperatura e uma contribuigdo entrépica que pode ser independente da temperatura
(YANG et al., 2005). A medida que a temperatura foi aumentada entre 303,15 e 313,15 K,
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o fator de separagdo (a) dos enantibmeros do mitotano decresceu assim como na
separagao dos enantibmeros do ibuprofeno a 160 bar e com adicdo de 6 e 8% de
isopropanol ao CO, supercritico, realizada por JOHANNSEN (2001) quando a temperatura
do processo foi variada entre 303,15 e 323,15 K. Segundo KUSTERS & SPONDLIN
(1996), desde que o fator de separagdo é relacionado a trocas de energia livre de
associacgao e o ultimo depende da interagao entre as trocas na entalpia e entropia, a baixa
temperatura o fator de separacdo pode aumentar com simultinea alteragdo da ordem de

eluicao.

Ja as constantes de Henry para os enantibmeros do mitotano aumentaram
proporcionalmente ao aumento da temperatura na faixa estudada. Na separacédo de 1-
fenil-1-propanol em FEQ Chiralcel OD usando metanol como solvente modificador
adicionado ao CO, supercritico, RAJENDRAN et al. (2005a) observaram que, da mesma
forma que para o mitotano, a constante de Henry a 313K foi superior ao valor obtido para
303K a alguns valores de pressao dentro da faixa estudada, entre 120 e 220 bar. O efeito
esperado seria o oposto, contudo esse comportamento quando se utiliza fluido nas
proximidades do ponto critico & justificado no momento em que a densidade é a
propriedade governante mais propriamente que a pressdo. Como o aumento da
temperatura ocasiona uma reducdo nos valores da densidade do fluido nas proximidades
do ponto critico, ha uma diminuicdo do poder de solvatagcao da fase mével o que resulta
no aumento da constante de Henry proporcionalmente a temperatura, nessa faixa
estudada (WENDA & RAJENDRAN, 2009).

Os coeficientes angular e linear dados pela relagdo expressa no grafico (Figura
4.5) permitiram a definicdo da diferenga de entalpia de adsorgao e da entropia do sistema
na faixa de temperatura entre 303,15 e 313,15 K, cujos valores estdo expostos na Tabela
4.8.

Plotando-se In a dos enantidbmeros do mitotano a pressao constante versus 1/T, foi
possivel se obter uma reta bem ajustada. Seguindo essa correlagao linear ndo menor que
0,99, de acordo com WENG et al. (2004) pode-se assumir que os enantidmeros interagem
com o seletor quiral por mecanismos associativos simples e que o equilibrio solvatacao-
dessolvatagcdo nido obscura o processo de associacdo dos enantidmeros com a FEQ.
Ainda, segundo WENG et al. (2004) e (2005), valores negativos de AAH° e AAS®, como o
obtido e mostrados na Tabela 4.9, indicam que a retengdo € conduzida entalpicamente.

Os parametros termodindmicos AAH® e AAS° caracterizam a separagdao dos
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enantibmeros e estdo acompanhados dos desvios padrdao em relacdo a ftriplicata

experimental.
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Figura 4.5. Grafico semi-logaritmico do fator de separagéo em fungéo da temperatura.
Conc =1mg/mL, T= 30, 35 e 40°C, FM = CO, + 14% metanol, P = 160 bar, V; = 50 uL.

Tabela 4.9. Pardmetros de Gibbs-Helmholtz para a enantiosseparagao do mitotano.

AAH® (kJigmol)  AAS® (J/K.gmol) r Tieo (°C)
-1,32 (0,06) -3,99 (0,2) 0.99 58,35 (3,95)

Conc =1 mg/mL, FM = CO, + 14% metanol, P = 160 bar, Vi, = 50 pL.

Essa mesma correlagdo foi obtida por YANG et al. (2005) observaram para os
enantibmeros do naproxeno utilizando a mesma FEQ, Kromasil CHI-TBB, e CO,
supercritico adicionado de isopropanol como eluente, a pressdo constante e na faixa de
temperatura entre 293 e 323 K. Dessa forma, a relacdo que se estabelece é que a

seletividade aumenta com o decréscimo da temperatura.

A temperatura isoenantiosseletiva (T;s,), determinada para a enantioseparagao do
mitotano como 58,35°C ou 331,50 K, é definida como a temperatura na qual os termos de
entalpia e entropia estdo balanceados (AAG°= 0) e ndo ha a enantioseparacao, ou seja, a
= 1. Segundo CIRILLI & LA TORRE (1998) e SCHLAUCH & FRAHM ( 2001), acima deste
valor a enantioseparagao é controlada entropicamente e consequentemente abaixo dele,
entalpicamente e uma reversao na ordem de eluicdo pode ser observada. Dada a

amplitude do valor da temperatura isoenantioseletiva, ainda que no limite inferior do
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intervalo com confianga de 98%, ha a possibilidade da temperatura de trabalho se manter
abaixo da Ti. Ja SU et al. (2009) pontua que quando se trabalho com fluidos nas
proximidades do ponto critico, se |AAH®| for superior a |T.AAS®|, a enantioseparagéo é
conduzida entalpicamente. Analisando mais uma vez a amplitude dos valores de AAH® e
AAS° e se T for considerada como a temperatura de trabalho, a possibilidade dessa

afirmacao se confirmar é superior a possibilidade contraria.

No grafico expresso pela Figura 4.6, os coeficientes angular e linear permitiram
que se definissem os valores da entalpia e da entropia para cada um dos enantidmeros
do mitotano no processo de transferéncia entre as fases moével e estacionaria entre
303,15 e 313,15 K, expressos na Tabela 4.10.

Quando os graficos de van't Hoff apresentam um comportamento linear entre o
logaritmo dos fatores de retengdo e separagdo e o inverso da temperatura, segundo
WENG et al. (2004), a FEQ ndo sofreu mudancas de conformacdo na faixa de
temperatura estudada. Dessa forma, ndo houve mudangas na FEQ quando a
enantioseparacao do mitotano foi estudada entre 303,15 e 313,15 K e, neste caso, o
mecanismo de reconhecimento quiral permaneceu inalterado o que corresponde que 0s

parametros termodindmicos s&o independentes da temperatura (CIRILLI et al., 2001)

Os paradmetros termodinamicos AH® e AS° descrevem a retencdo do analito e

estdo acompanhados dos desvios padrao em relacao a triplicata experimental.

Tabela 4.10. Parametros termodinamicos para a enantioseparagao do mitotano.

AH°s (kJ/gmol)  AS°s (J/IK.gmol)  r*

7,16 (0,7) 22,71 (2,3) 0,95
AH°; (kJ/gmol)  AS°g (J/IK.gmol) r*
5,84 (0,7) 18,72 (2,2) 0,93

Conc =1 mg/mL, FM = CO; + 14% metanol,
P =160 bar, Vi = 50 uL.

De acordo com SMITH et al. (1995), o efeito datemperatura sobre a
retengdo na cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico difere do efeito
quando se utiliza HPLC: no primeiro caso, o comportamento padrdao normal é que a
retencdo aumente inicialmente durante o aquecimento, mas atinja um maximo e entdo
decresga substancialmente para temperaturas mais elevadas. Dessa forma, para

temperaturas pouco acima da temperatura ambiente, os graficos In k x 1/T possuem
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sinais opostos quando comparados aos mesmos graficos para experimentos em HPLC e
na enantioseparagdo do mitotano, nao foi atingida essa temperatura maxima dentro da

faixa estudada.
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Figura 4.6. Grafico semi-logaritmico do fator de retengdo em fungéo da temperatura para
os enantidmeros 1 (a) e 2 (b). Conc = 1 mg/mL, T = 30, 35 e 40°C, FM = CO, + 14%
metanol, P = 160 bar, Vi = 50 pL.

Segundo ASNIN et al. (2005), quando ambas, entalpia e entropia possuem o
mesmo sinal, contribuicdes opostas para a energia livre de adsorgdo sao fornecidas.
Como a variagao de entropia esta relacionada a variagbes de ordem-desordem de um
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sistema, quanto mais randémico for esse sistema, maior a sua entropia. Assim, valores
positivos de AS° indicam um aumento na desordem por conta da transicdo do estado
ligado do soluto a FEQ ao estado dissolvido na fase mével (SCHLAUCH & FRAHM,
2001).

4.3. Experimentos com solugdes concentradas

4.3.1. Avaliagao do equilibrio de adsorgao

Nos processos de separagao por cromatografia, o comportamento no equilibrio
das espécies adsorvidas na fase estacionaria é avaliado pela sua isoterma de adsorcao
que representa todas as forgcas de interacbes possiveis, atragcdo ou repulsio, entre as
moléculas do soluto e a fase estacionaria (CAVAZZINI et al., 2001). Ha uma diversidade
de métodos para determinar as isotermas de equilibrio nos processos cromatograficos e
dentre eles tem-se o método inverso que consiste em calcular as isotermas a partir dos
perfis de sobrecarga na coluna e em estimar parametros de valores desconhecidos para
um modelo de isoterma de adsorcao pré-definido, que maximiza a probabilidade desse
modelo predizer os valores a partir dos experimentos de sobrecarga (CAVAZZINI et al.,
2003; ARAUJO et al., 2008).

A primeira escolha de um modelo de isoterma nao-linear em cromatografia é a
isoterma de Langmuir competitiva cuja condigdo para a consisténcia termodinédmica impoe
que a capacidade de saturacido seja a mesma para ambos enantibmeros, assumindo a
homogeneidade da superficie adsorvente (ARAUJO et al., 2008; ARNELL et al., 2005;
FELINGER et al., 2003).

Foram ajustados trés modelos de isotermas para descrever a adsorgdo do
mitotano na FEQ Kromasil CHI-TBB: Langmuir ndo-competitivo (1), Langmuir competitivo
(2) e Langmuir competitivo com denominadores diferentes para cada enantidbmero (3). Os
dois primeiros modelos possuem quatro parametros, enquanto que o terceiro apresenta
seis parametros ajustaveis. Os perfis calculados e experimentais obtidos a partir de cada
modelo de isoterma estudado sdo mostrados nas Figuras 4.7, 4.8 e 4.9, com seus
respectivos desvios padrao.
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Figura 4.9. Perfis calculados (=) e experimentais (==) a partir da isoterma de Langmuir

competitivo com denominadores diferentes para cada enantidbmero, para 100 uL (a) e 200
uL (b).

Os parametros para os modelos de isotermas estimados estao listados na Tabela

4.11, com seus respectivos desvios padrao.

Tabela 4.11. Pardmetros dos modelos de isotermas.

Langmuir competitivo com

Modelo Lizin;:::t:’? ct::e:}ri:o denominadores diferentes
para cada enantiomero
N° iter. 5 4 9
A 0,7 (0,0003) 1,1 (0,0002) 1,1 (0,0004)
A, 2,1 (0,001) 1,7 (0,0006) 1,7 (0,0004)
B, 9,3 (0,006) 35,5 (0,009) 32 (0,01)
B, 96,4 (0,06) 48,9 (0,015) 32,4 (0,02)
BB, - - 45,4 (0,01)
BB, - - 57,4 (0,01)
Pe 401,86 (0,0003) 435,5 (0,4) 438 (0,1)
SQR 5523 45945 4235,35

“-“: parametro ausente neste modelo.
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Os valores dos parametros A; e A, corresponderam aos valores das constantes de
Henry obtidos a diluicido infinita para os enantibmeros S e R, para a mesma condi¢do
experimental, assim como o esperado, para os modelos 2 e 3.

Os parametros B; e B, obtiveram valores proximos, indicando que os efeitos de
concentragcdo de ambas as espécies sao similares quando foi avaliada a quantidade
adsorvida do enantibmero mais retido. Além disso, essa mesma igualdade indicou que
nao houve efeitos competitivos para o enantibmero S (ou 1) quando considerado o

modelo 3 de isoterma de adsor¢ao.

Opostamente, BB, e BB, obtiveram valores diferentes e entdo a concentracao do
mais retido influenciou mais a quantidade adsorvida do enantidmero menos retido quando
comparado a influéncia da concentragcdo do enantibmero menos retido. Essa
desigualdade indicou que o enantidmero R (ou 2) mais retido contribui de forma diferente
na quantidade adsorvida. Tal efeito é esperado no momento em que o enantibmero mais

retido deve deslocar o menos retido na coluna.

Os valores do numero de Peclet (Pe) também foram definidos para cada um dos
modelos de isotermas de adsor¢do estudado, e corresponde ao ajuste dos valores
experimentais e calculados em condicbes concentradas. Comparando-se os valores
obtidos nessas condigcdes, 401,86, 435,51 e 438, com o valor obtido para o niumero de
Peclet definido em condicbes diluidas, verificou-se a superioridade desse ultimo de cerca
de quatro vezes em relagado aos anteriores. Sendo assim, é valido ressaltar que o valor
obtido em condicbes diluidas esta sujeito a algumas fontes de erro, sobretudo

relacionados a auséncia de separagao completa.
4.4. Determinagdo das condi¢des de operagao
4.4.1. Processo em batelada

A otimizagao sistematica de um processo que utiliza cromatografia com fluido nas
proximidades do ponto critico que maximize a produtividade e ainda reduza o consumo de
solvente ainda é escassa na pratica. Ela envolve grande numero de instrumentos de
controle e pardmetros envolvidos neste tipo de processo, incluindo vazdo, pressao,
composicdo do modificador, tamanho da particula e caracterizacdo da FEQ (WENDA et
al., 2011).
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Pretendendo abordar essa questdo, duas fungdes objetivo foram escolhidas. A
funcdo objetivo é uma funcao de variaveis de decisdo que sio selecionadas como
parametros de performance, ou seja, condicbes de separagdo que influenciam
significantemente o desempenho do processo, e foram definidas para a enantioseparagéo
do mitotano a maximizacao da produtividade e a minimizacdo do consumo de solvente. O
percentual de recuperacdo de cada um dos enantibmeros também foi estabelecido. A
velocidade 6tima do fluido foi definida como 1,7 cm/min, de acordo com a analise dos

graficos de van Deemter.

As variaveis de desempenho obtidas para cada valor de concentracdo de
alimentacao, considerando-se trés niveis de pureza para cada, estao dispostas na Tabela

4.12 para volume de injecdo de 100 pL.

Tabela 4.12. Condigbes de operagao para diferentes concentracbes de alimentagcado de

mitotano racémico variando-se a pureza, para volume de injegao de 100 pL.

Caiim Pur Recups Produtivs CSolv Recupr  Produtivg CSolv
(mg/mL) (%) (%) (mg/h) (L/gs) (%) (mg/h) (L/gr)
0,1 0,9 86,6 10,8 6895 85 10,6 7023
0,1 0,95 73,7 9 8101 71 9 8405
0,1 0,98 58,5 7,3 10201 41 5 14557
0,5 0,91 91 56 1327 89 55 1353
0,5 0,95 82 50,5 1474 82,8 51 1459
0,5 0,98 68 41,7 1782 69,7 36,8 2024
1 0,9 88,3 112,6 660 87,6 112 666
1 0,95 74,3 95 785 77 98,6 754
1 0,98 57,6 73,4 1013 52,8 67,4 1104,5
1,5 0,9 79,7 148 503 81 150 495
1,5 0,95 62,7 116,3 640 67 124 600
1,5 0,98 40 74 1003 42 77,7 958
2 0,87 79 201,4 369,5 78,6 200 371
2 0,9 70 178,5 417 73 186,7 398,5
2 0,95 45,3 115,7 643 57,6 147 506
2,5 0,85 72 220 338 74,7 228 326
2,5 0,9 56 171 435 65 198,6 375
2,5 0,95 26 80 929 49 149,8 497
3 0,85 61,5 226,5 328,5 68,5 252 295
3 0,9 38,7 142,4 522,5 57,5 211,6 352
3 0,95 15,7 58 1284 43 157,7 472
4 0,85 37,5 183,6 405 56 273,4 272
4 0,9 20 96,6 770 47 230,5 323
4 0,95 5 24,6 3018 33,8 165,5 449,5
5 0,85 23,4 143 520 47 .4 290 257
5 0,9 12,3 75 992 38,6 236 315,4
5 0,95 4 24,5 3043 27,5 168 443
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As Figuras 4.10, 4.11 e 4.12 ilustram o comportamento dessas variaveis em

fungéo da concentragao de mistura racémica considerada.

Produtivdade 5 (mgfh)
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Figura 4.10. Produtividade em relagao aos enantibmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo de
alimentagao da mistura racémica para volume de injecdo de 100 uL, considerando-se trés percentuais de
pureza superiores a 85%.
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Figura 4.11. Recuperagado em relagdo aos enantidmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo de
alimentagao da mistura racémica para volume de injecdo de 100 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.12. Consumo de solvente em relagdo aos enantibmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo
de alimentagao da mistura racémica para volume de injecao de 100 yL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.13. Produtividade em relagao aos enantidbmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo de
alimentag¢ao da mistura racémica para volume de injecdo de 200 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Da mesma forma, se procedeu para o volume de inje¢cao de 200 pL e os

resultados estdo dispostos na Tabela 4.13 e Figuras 4.13, 4.14 e 4.15.
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Figura 4.14. Recuperagao em relagao aos enantibmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo de
alimentagao da mistura racémica para volume de injecdo de 200 uL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.15. Recuperagédo em relagdo aos enantidmeros S do mitotano como fungéo da concentragéo de
alimentag¢ao da mistura racémica para volume de injecdo de 200 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Considerando-se o volume de injegdo de 100 pL de solugao de mitotano racémico,
com base nos dados obtidos, foi possivel observar que quanto mais concentrada a
solugcdo de alimentagdo, menor o percentual recuperado de cada enantidmero, porém
maior a produtividade do processo e menor o consumo de solvente por massa de espécie

enantiomérica .

Contudo, essa observacdo é valida para concentracdes inferiores ou iguais a 3
mg/mL. A partir desse ponto, a produtividade tendeu a redugao paralelamente a
recuperacao da espécie, considerando-se sobretudo o comportamento para o S-mitotano,
0 enantibmero de maior interesse. Ainda, a partir do mesmo valor, picos de consumo de

solvente foram detectados quando elevada a 95% a pureza do material recolhido.

Tabela 4.13. Ccondi¢cdes de operacao para diferentes concentragcées de alimentacao de

mitotano racémico variando-se a pureza, para volume de injegao de 200 L.

Caiim Pur Recups Produtivs CSolv Recupr  Produtivg CSolv
(mg/mL) (%) (%) (mg/h) (L/gs) (%) (mg/h) (L/gr)
0,1 0,91 89 22,5 3311 87,6 22 3368
0,1 0,95 80 20 3679 77,6 19,6 3805
0,1 0,98 64 16 4604 52 13 5643
0,5 0,9 89 109,5 679 87 107 693
0,5 0,95 75,4 93 801 76,6 94 788
0,5 0,98 56 69 1081 52 64 1162
1 0,85 83, 209 356 82 205,4 362
1 0,9 68,6 172 432 72,6 182 408
1 0,93 55,7 140 532 65,5 164,6 452
1,5 0,88 51 189,7 392 62 230 324
1,5 0,9 41 153 486 58 215 346
1,5 0,95 18,6 69 1080 43,4 160,5 463,5
2 0,85 35 170 438 56,6 277 269
2 0,9 17 83 894 46,6 228 327
2 0,95 7 34,5 2159 33,4 163 455
2,5 0,88 15 95 783 42 267 279
2,5 0,9 10 63 1179 38 241 309
2,5 0,95 2,7 17 4363 27 172 434
3 0,85 15,5 114 653 41 300 248
3 0,87 10,5 77,3 962 38 276,5 269
3 0,9 6 46,5 1601,5 33 242.,5 307
4 0,85 8 82 908 31,5 316,6 235
4 0,88 4.7 46,7 1592 27 275 270
5 0,85 4,5 55 1345 25 303 245
5 0,9 2 26 2826 20,5 249 298,5
5 0,95 0,7 8,7 8517 14,4 175,5 424

Duas outras observagdes sado pertinentes: quanto maior a pureza exigida da

espécie coletada, menor o percentual de recuperagdo e menor a produtividade aliados ao
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alto consumo de solvente, como esperado. Recuperag¢des acima de 80% foram atingidas

até 1 mg/mL de alimentagao.
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Figura 4.16. Produtividade em relagao aos enantibmeros R do mitotano como fungao da concentragao de
alimentagao da mistura racémica para volume de injecdo de 100 uL, considerando-se trés percentuais de
pureza superiores a 85%.
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Figura 4.17. Recuperagédo em relagdo aos enantidmeros R do mitotano como fungéo da concentragdo de
alimentag¢ao da mistura racémica para volume de injecdo de 100 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.18. Consumo de solvente em relagdo aos enantibmeros R do mitotano como fungao da concentragao
de alimentagao da mistura racémica para volume de injecao de 100 yL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.19. Produtividade em relagao aos enantibmeros R do mitotano como fungao da concentragao de
alimentagao da mistura racémica para volume de injecdo de 200 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.20. Recuperagdo em relagdo aos enantidmeros R do mitotano como fungéo da concentragdo de
alimentag¢ao da mistura racémica para volume de injecdo de 200 pL, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Figura 4.21. Consumo de solvente em relagao aos enantibmeros R do mitotano como fung¢ao da concentragao
de alimentagao da mistura racémica para volume de injecao de 200 L, considerando-se trés percentuais de

pureza superiores a 85%.
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Para o volume de injegdo de 200 pL de solugdo de mitotano racémico, o
comportamento obtido anteriormente n&o se manteve para toda faixa analisada,
sobretudo em relagdo ao enantibmero desejado, o S-mitotano. De acordo com as
informacdes que se tem, quanto mais concentrada a solugdo de alimentacdo, menor o
percentual recuperado de cada enantidmero e maior a produtividade em termos da massa
do enantidbmero por tempo, até a alimentagédo de 1 mg/mL. Solugbes mais concentradas
do que esta sofreram um decréscimo na produtividade e o percentual recuperado
manteve-se abaixo de 50%. Para essa concentracdo considerada, o consumo de solvente
foi o menor, tendendo a um leve acréscimo com surgimento de picos para concentragdes

a partir de 1,5 mg/mL.

Igualmente ao que foi constatado para o volume de injecdo de 100 pL, quanto
mais pura a fragcdo coletada, menor o percentual de recuperacdao e a produtividade e
maior o consumo de solvente. Recuperagdes acima de 80% foram atingidas também até

1 mg/mL de alimentagao.

Assim, injetando-se uma massa de cerca de 0,2 mg de mitotano racémico e
mantendo-se a pureza da fragdo recolhida até 85%, foi possivel aliar os 6timas para
produtividade e consumo de solvente, recuperando-se em torno de 80% do produto

desejado.
4.4.2. Processo em LMS
4.4.2.1. Definigcao das fases estacionaria e mével

Para selecionar as fases estacionaria quiral e moével para separacdo do mitotano
racémico utilizando LMS, partiu-se de duas alternativas de combinacdes de solventes e
FEQ adequadas em estudos anteriores realizados no Laboratério de Propriedades

Reolégicas e Coloidais da FEQ/Unicamp.

Testes variando a concentragdo da amostra (mg/mL), o volume de injegéo (UL) e a
vazado de trabalho (mL/min) foram realizados utilizando-se a alternativa 1 - 95% de
hexano e 5% de acetato de etila e a FEQ Kromasil CHI-TBB - e a alternativa 2 - 60% de

isopropanol e 40% de metanol e a FEQ Chiralpak AD - ja citadas anteriormente.

Quando comparadas as separacOes realizadas com ambas alternativas para
injecoes de 5 uL, concentragdo de 0,2 mg/mL e vazado de 0,5 mL/min, a separagao do

mitotano racémico utilizando 60% de isopropanol e 40% de metanol como eluente e
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Chiralpak AD como fase estacionaria, foi mais promissora com uma seletividade media de

1,21 enquanto que para a primeira alternativa, a seletividade permaneceu em media 1,07.

Desta forma, as analises foram realizadas a partir de entao se utilizando 60% de

isopropanol e 40% de metanol como eluente e Chiralpak AD como fase estacionaria.
4.4.2.2. Solubilidade da amostra

Trés concentragdes conhecidas de solugdo de mitotano racémico foram utilizadas
na avaliacdo da solubilidade: 15,84, 19,56 e 29,6%. Apds o procedimento politérmico, a
seguinte curva de solubilidade foi gerada:

Conc = exp(18,3549 + (—4858,3713) /(T +273))

Para 25°C, a temperatura de trabalho, foi definida uma solubilidade maxima de
7,78% (cerca de 67 mg/mL).

4.4.2.3. Porosidades e constantes de Henry

As porosidades das quatro colunas (€) sao mostradas na Tabela 4.14.

Tabela 4.14. Valores das porosidades de cada coluna envolvida no processo de

separacgao por LMS.

Coluna €
1 0,69
2 0,70
3 0,70
4 0,70

Dadas as isotermas lineares, as constantes de Henry para cada um dos

enantidbmeros nas quatro colunas que compde o sistema sdo mostradas na Tabela 4.15.

Tabela 4.15. Valores das constantes de Henry para cada enantidmero do mitotano em

cada uma das colunas envolvidas no processo de separagao por LMS.

Coluna He, He,
1 0,87 3,15
2 0,90 3,30
3 0,88 3,09
4 0,89 3,04
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4.4.2.4. Definicao da regiao e pontos de operagao

O processo de otimizacdo de uma unidade de LMS esta diretamente relacionado
com o projeto da mesma, e os procedimentos de busca das melhores condigdes de
operagado sempre fazem uso de ferramentas de modelagem e simulagdo, uma vez que
procedimentos de tentativa e erro ndo sdo aplicaveis em um processo deste porte.
Otimizar a operacdo de um LMS consiste em predizer as condi¢gdes de operagao tais
como vazdes em cada secdo, tempo de permutagdo, que produzam, dada uma
configuragao fisica da unidade, uma 6tima separagdo a um custo minimo (AZEVEDO &
RODRIGUES, 1999). Portanto, o objetivo é se obter os produtos desejados nas correntes
de extrato e rafinado, com a maior pureza possivel, fazendo uso efetivo da total
capacidade adsortiva do sélido adsorvente e minimizando o consumo de eluente.
Dependendo do caso, o procedimento de otimizacdo pode pretender minimizar e/ou
maximizar um ou mais critérios de desempenho, que irdo variar de acordo com cada

processo em particular, dependendo principalmente de fatores econdémicos.

Os primeiros esforcos de busca das melhores condicbes de separagdo em
unidades de leito movel simulado foram apresentados por STORTI et al. (1993) utilizando
modelos simplificados baseados na teoria do equilibrio que desprezam efeitos de
resisténcia a transferéncia de massa, efeitos de dispersao axial e assumem condi¢des de
equilibrio termodinamico na unidade. Seguiram-se a estes os trabalhos de STORTI et al.
(1995) e MAZZOTTI et al. (1994, 1996). Como ja descrito anteriormente, estes autores
desenvolveram um procedimento para o projeto da unidade baseado na relagdo entre os
fluxos massicos em cada sec¢ao da unidade, que sdo os parametros chave de operacio.
Por este procedimento é possivel obter-se uma série de relagdes entre os fluxos massicos
em cada secdo da unidade que proporcionardo a completa separacdo dos compostos
desejados e que tem como base apenas em informagbes sobre a isoterma de adsorgéo
dos compostos e concentracio de alimentacdo. Destas relagdes entre os fluxos massicos
pode-se obter as vazdes, ou as velocidades em cada secdo. Por esta abordagem,
STORTI et al. (1993) e MAZZOTTI et al. (1994) mostraram que as condi¢gbes de operagéo
nas segbes | e IV, onde o adsorvente e o eluente sdo regenerados, sao relativamente
simples. Entretanto, nas secoes |l e lll, que sdo as se¢des chave para a separagdo, uma
dada separacgdo deve ser analisada no plano compreendido pelas variaveis m, e m3, onde
pode-se projetar uma regidao de completa separagdo, ou seja, valores de m, e ms que,

juntos, proporcionardo a recuperagao do composto mais fortemente adsorvido puro na
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corrente de extrato e o componente de menor afinidade adsortiva também puro na

corrente de rafinado.

Para o caso de separacdo de uma mistura binaria com isoterma de adsorgao
linear, as restrigbes de fluxo reduzem-se as ja descritas pelo conjunto de desigualdades
dado pelas Equagdes (62), (63), (64) e (65).

E dessa forma descrita que a partir da inser¢do dos parametros referentes ao
sistema (Tabela 4.16) e das constantes de Henry médias para cada enantidmero, o
software de simulagdo SMG-Guide®, obedecendo a condicdo de pureza do rafinado e do
extrato de igual ou superior a 99%, define os parametros de operacao que estdo descritos
na Tabela 4.17.

Tabela 4.16. Propriedades do sistema LMS de enantioseparacao.

Parametro Valor
N 80

€ 0,70

d coluna 1cm

L coluna 10 cm

Tabela 4.17. Valores dos paradmetros operacionais projetados para a completa

enantioseparacao do mitotano através do LMS.

Condigao Q- Qp Qe Qr t*
(mL/min) (mL/min) (mL/min) (mL/min) (s)

1 5 40 26,7 18,3 17

2 5 39 24 20 92

3 5 52 25 32 70

4 5 60 33 32 70

5 5 55 30 30 65

6 5 55 25 35 60

Estabelecidas estas condicbes operacionais, as variaveis de desempenho foram

entdo ser avaliadas.
4.4.2.5. Avaliagao das variaveis de desempenho
A Tabela 4.18 mostra as variaveis de desempenho projetadas para cada condicéo

operacional definida anteriormente e as obtidas no experimento real para as mesmas

condigdes.
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Tabela 4.18. Valores das variaveis de desempenho projetadas e obtidas a partir dos

dados experimentais para a enantiseparagdo do mitotano.

Produtivy Produtivg CSolvg CSolvy Produtivy Produtivg CSolvg CSolvg

Cond. Pure Purg rojetada real rojetada real rojetada real rojetada real
(g/h*L)  (g/h*L) (L/g) (L/g) (g/h*L)  (g/h*L) (L/g) (L/g)

1 67 91 83,68 56,07 0,67 1,01 57,35 52,19 0,98 1,08

2 78 54 75,22 58,67 0,73 0,94 62,68 33,85 0,88 1,63

3 79 23 78,35 61,90 0,91 1,15 100,29 23,07 0,71 3,10

4 92 60 103,43 95,15 0,79 0,86 100,29 60,18 0,81 1,35

5 67 88 94,02 63,00 0,80 1,19 94,02 82,74 0,80 0,91

6 62 94 78,35 48,58 0,96 1,565 109,69 103,11 0,69 0,73

Experimentalmente, a condicdo 1 de operacao forneceu purezas do extrato e do
rafinado abaixo das previstas, 99 e 97% para o extrato e para o rafinado, nessa ordem.
Antes de prosseguir para as demais condigdes operacionais, diante da diferenga entre os
resultados estimados e experimentais, foi sugerido verificar o desempenho de cada uma
das quatro colunas do sistema separadamente. Diante da constatacdo de que as colunas
1 e 4 apresentavam problemas, ambas foram empacotadas novamente e assim testadas
mais uma vez, apresentando apdés um o6timo desempenho. Dado ainda que o volume
morto do sistema de separacdo influencia na performance da separagdo no LMS, os 18
mL medidos para tanto foram contabilizados nas estimagdes dos parametros operacionais

para a enantioseparagao completa do mitotano racémico.

Para a condicdo 2, as purezas experimentais alcancadas para o extrato e o

rafinado foram, mais uma vez, inferiores aos 99 e 96% estimados e desejados.

Novos valores de He foram calculados de forma a se verificar o que poderia estar
ocasionando tal problema, contudo estes se mantiveram de acordo com os valores
anteriores. As condicdes 3, 4, 5 e 6 foram operadas e da mesma forma, nao tiveram éxito,

alcangando-se purezas do extrato e do rafinado como as expressas na Tabela 4.18.

Da mesma forma que a pureza, a produtividade do processo em relagao ao extrato
e ao rafinado foi menor que a projetada quando considerada a pureza e a recuperagao de
ambos os enantidmeros de cerca de 99%. Como esperado, as menores perdas em
produtividade para o extrato (8%) e o rafinado (6%) aliados as maiores purezas foram
obtidas nas condi¢cdes que operaram com 0s maiores valores de vazao nessas duas
correntes. O consumo de solvente foi maior que o desejado em uma faixa entre 6 e 77%
em relacdo a quantidade definida nas condi¢gdes projetadas para a pureza e a
recuperagao de ambos os enantidmeros de cerca de 99%.
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Estes resultados indicam que a determinacao da zona de completa separagao pelo
procedimento aplicado nao se mostrou satisfatéria. Isto pode ocorrer devido ao fato de a
teoria do equilibrio representar uma aproximacao dos fendémenos reais envolvidos no
processo, podendo apresentar desvios em relacdo aos valores exatos. No entanto, os
resultados do modelo de equilibrio podem ser utilizados como um passo inicial na
determinacdo das melhores condicbes de operagcdo da unidade. A partir destes
resultados, os melhores valores para as variaveis m; e m, podem ser encontrados através
de um método de tentativa e erro. Para se obter uma completa separacdo dos compostos,
o valor de m, deve ser o menor possivel desde que o sélido que passa a zona IV esteja
totalmente isento do composto mais fortemente adsorvido. Assim, a zona | cumpre sua
funcdo e a0 mesmo tempo minimiza-se o consumo de dessorvente. Ja my, pelo mesmo
motivo, deve apresentar o maior valor possivel desde que o fluido que passa a zona |

esteja livre do componente menos adsorvido.

Contudo, mesmo que nao atingida a enantioseparacdo do mitotano da forma
desejada utilizando-se o LMS, ainda é possivel tragar um paralelo entre esse tipo de
processo € a separacdo em batelada com relagdo a produtividade do processo e o
consumo de solvente. Segundo PEPER et al. (2007), se utilizado liquido como solvente, a
baixa produtividade e o maior consumo de solvente do processo em batelada faz com que
0 processo em LMS seja mais econdmico e s6 ndo o seria caso fluido nas proximidades
do ponto critico fosse utilizado. Isso é confirmado quando se comparam as variaveis de
performance de ambos processos para enantioseparagcdo do mitotano, disponiveis nas
Tabelas 4.12, 4.13 e 4.18.
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Conclusoes e
Sugestoes Futuras

Os estudos apresentados neste trabalho mostraram que a fase estacionaria quiral
Kromasil CHI-TBB e CO, nas proximidades do ponto critico adicionado de um solvente
modificador como fase movel, sdo capazes de promover a enantioseparagao do mitotano.
Dessa forma, a cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico mostrou ser

um processo promissor nas circunstancias estudadas para esse farmaco racémico.

Condicoes adequadas para a separacdo foram alcancadas quando adicionados
14% de metanol ao CO, nas proximidades do ponto critico a 160 bar e 35°C, propiciando
uma seletividade de 1,47. A avaliagao da seletividade em funcéo da variagdo de pressao,
mostrou que a 160 bar, um dos enantidmeros interagiu com maior intensidade com a fase
solida do que o outro e o volume parcial molar desse enantidbmero na superficie da FEQ
manteve-se menor que o da outra espécie em funcdo de que quanto mais intensas as
interagdes, maior a retragcdo do volume parcial molar do enantidmero na superficie da fase
estacionaria. A pressdo constante, o comportamento da seletividade foi uma forte fungéo
do potencial quimico do mitotano adsorvido, significativamente superior para uma das
espécies quando utilizado 7% de isopropanol e ainda mais quando adicionado 14% de

metanol como solvente modificado.

Quando utilizado etanol e metanol, a retengdo do mitotano foi mais influenciada
pelas caracteristicas da fase soélida e o potencial quimico do soluto adsorvido foi mais
dependente do percentual de co-solvente. Para o uso do isopropanol essa dependéncia
foi menos pronunciada e as caracteristicas da fase solida exerceram uma baixa influéncia

na retencio do soluto.

A partir dos efeitos da concentragdo de co-solvente e da pressao, correlagdes
semi-empiricas foram capazes de descrever a influéncia da densidade da fase moével e da
concentragdo de modificador na constante de Henry e, por conseqiiéncia, no fator de

separacao.

Definida entdo a condicdo mais promissora de enantioseparacao dentro do cenario
estuado, variou-se a temperatura na faixa entre 30 e 40°C e entdo se determinou que o

processo foi entalpicamente controlado e a temperatura enantioseletiva foi definida como
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58,35°C. O comportamento da retencdo dos enantibmeros com a temperatura foi o
previsto para a cromatografia com fluido nas proximidades do ponto critico quando se

trabalha a temperaturas proximas a temperatura ambiente.

A partir dos experimentos com solu¢do concentrada, os modelos de isotermas de
Langmuir n&o-competitivo, Langmuir competitivo e Langmuir competitivo com
denominadores diferentes para cada enantibmero foram utilizados para descrever a
adsor¢do do mitotano na FEQ Kromasil CHI-TBB. As analises mostraram que, assim
como o esperado, as constantes de Henry estimadas corresponderam aquelas obtidas a
diluicao infinita para os enantidbmeros S e R, para a mesma condicdo experimental,
quando utilizados os modelos com competicdo. A proximidade entre os valores das
constantes B; e B, evidenciaram que os efeitos de concentragcdo de ambas as espécies
sdo similares quando foi avaliada a quantidade adsorvida do enantidmero mais retido e
também indicou a auséncia de efeitos competitivos para o enantibmero S, menos retido,
quando considerado o ultimo modelo de isoterma de adsorcdo competitiva. Ainda para o
ultimo modelo estudado, a diferenca alcangada nos valores dos parametros BB, e BB,
indicou que o enantibmero R, mais retido, contribui de forma diferente na quantidade
adsorvida.

Buscando otimizar o processo em batelada, o ponto 6timo para o processo em
batelada utilizando fluido nas proximidades do ponto critico em fungdo da maximizagao da
produtividade do processo e da minimizacdo do consumo de solvente, foi alcancado para
injecoes de cerca de 0,2 mg de mitotano racémico, recuperando-se em torno de 80% do

produto desejado com até 85% de pureza.

Para finalizar, trabalhando-se com o sistema de LMS para a mesma
enantioseparagdo, mas utilizando a FEQ Chiralpak AD e 40% de metanol e 60% de
isopropanol como eluente, os resultados obtidos na enantioseparacido indicaram que a
determinacdo da zona de completa separacdo pelo procedimento aplicado nao foi
satisfatoria, visto que a teoria do equilibrio pode estar representando uma aproximacgao
dos fendbmenos reais envolvidos no processo, podendo apresentar desvios em relagcédo
aos valores exatos. Uma comparacao entre a produtividade dos processos em batelada e
em LMS e o consumo de solvente também para ambos, evidenciou a superioridade do

processo continuo.

Para trabalhos futuros, com base na avaliagao qualitativa realizada da seletividade

frente as variagbes de pressao e concentragcdo de co-solvente sugere-se o0 uso de um
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modelo que descreva o potencial quimico do soluto na fase sdlida de forma a avaliar
quantitativamente o fendbmeno de adsorgdo. Ainda, a utilizacdo de um procedimento de
otimizacdo para determinar as variaveis de desempenho do processo em batelada pode
ser recomendada visto que a busca do comportamento das variaveis de desempenho

frente as de decisao, foi realizada de forma direta.
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