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RESUMO

O praziquantel (PZQ) ¢ um medicamento anti-helmintico de alto espectro utilizado no
tratamento de todos os tipos de esquistossomose. No Brasil a mistura racémica ¢
utilizada na fabricagdo do medicamento. Sabe-se que a espécie enantiomérica R-PZQ ¢
a que possui efeito anti-helmintico e que esta espécie possui sabor menos amargo.
Sendo assim formula¢des baseadas no R-PZQ somente teriam metade da dose
necessaria da formulagdo solida da mistura racémica e as formulagdes liquidas teriam
sabor menos amargo. Para obtencdo de enantiomeros puros a cromatografia quiral é
uma técnica promissora por produzir enantidmeros com grau de pureza bastante
elevada. Neste trabalho a separagdo dos enantiomeros do farmaco praziquantel foi
realizada em uma fase estacionaria quiral (FEQ) celulose tris(3-cloro-4-
metilfenilcarbamato), comercialmente conhecida como Lux Celulose-2, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Ensaios em solucéo diluida (1 g/L) e
solugdes concentradas (5, 10, 15 e 20 g/L) foram realizados em laboratério. Em todos
estes experimentos foram estudados os efeitos da variagdo da vazdo da fase fluida (0,5,
1 e 2 mL/min) e do volume de inje¢do (20, 60 e 100uL). Nestes foram alcancadas
separagdes por linha de base indicando alta eficiéncia da coluna para a separacdo
requerida. Experimentos com solucdo de PZQ de 40 g/L e com vazdo de fase fluida de 1
mL/min foram realizados objetivando encontrar as condi¢des em que ocorreria
sobreposi¢do dos picos. Os enantidmeros foram separados satisfatoriamente nos
volumes de inje¢do testados (100, 140 e 180 pL), com indicagdo de sobreposi¢cdo no
volume injetado de 250 pL. obtendo-se uma produtividade de 533 mg/dia no limite de
separagdo por linha de base. Pelos resultados obtidos pode-se prever um comportamento
ndo linear da isoterma de equilibrio de adsor¢do. Foram estimados parametros da
isoterma de Langmuir competitivo a partir dos experimentos nas concentragdes de 5 g/L
a 20 g/L por um método hibrido entre o0 método dos tempos de retencdo e o método
inverso a partir de uma solugdo analitica do modelo ideal. Esses parametros foram
utilizados em um programa computacional desenvolvido no Fortran® objetivando a
simulagdo para predi¢do dos perfis cromatograficos pelo modelo do equilibrio
dispersivo. Os perfis obtidos na simulag@o representaram bem os dados experimentais
quando comparados os tempos de retencdo da frente de massa de ambos os
enantiomeros. Os parametros estimados também foram utilizados na predigdo dos perfis
cromatograficos para as condi¢des de 40 g/ e apresentaram resultados satisfatorios
quando os erros de predi¢cdo foram levados em consideragdo.

Palavras-chave: Praziquantel, Enantiomeros, CLAE, Langmuir, modelo do equiibrio
dispersivo.
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ABSTRACT

Praziquantel is a high spectrum anthelmintic drug used in the treatment of all types of
schistosomiasis. In Brazil, the racemic mixture is used on the drug manufacture. It is
known that the R-PZQ enantiomeric species is the one which has the anthelmintic effect
and a less bitter taste. Thus, the solid formulations based on R-PZQ only, would have
half of the dosage and the liquid formulations would have a less bitter taste. To obtain
pure enantiomers chiral chromatography is a promising technique which produces high
purity enantiomers. In this work the praziquantel enantiomers separation was obtained
on a cellulose tris(3-chlorine-4-methyl-phenyl-carbamate) chiral stationary phase (CSP),
commercially known as Lux Cellulose-2, by high performance liquid chromatography
(HPLC). Experiments with diluted solution (1 g/L) and concentrated solutions (5, 10,
15 and 20 g/L.) were carried out. On these experiments the effects of the mobile phase
flow rate variation (0,5, 1 e 2 mL/min) and the injection volume (20, 60 ¢ 100uL) have
been studied. On these baseline separations were achieved indicating high column
efficiency for the required separation. Experiments with 40 g/l PZQ solution and a
mobile phase flow rate of 1 mL/min were performed aiming to find conditions on which
overlapping peaks occur. The enantiomers were well separated on the tested injection
volumes (100, 140 and 180 pL), indicating an overlapping on the injection volume of
250 pL yielding a productivity of 533 mg per day at the limit of baseline separation.
From the results one can predict a nonlinear adsorption equilibrium isotherm behavior.
Parameters of the competitive Langmuir isotherm were estimated from experiments in
the concentration range 5g/L. to 20 g/L. by a hybrid method between the retention time
method and the inverse method by an analytical solution of the ideal model. These
parameters were used on a computer program developed in Fortran® aiming at the
prediction of the chromatographic profiles by the Equilibrium Dispersive Model. The
profiles obtained from the simulation represent well the experimental data when
comparing the front mass retention times of both enantiomers. The estimated
parameters were also used on the prediction of the chromatographic profiles obtained
for 40 g/LL conditions and showed satisfactory results when prediction errors were taken
into account.

Keywords: Praziquantel, enantiomers, HPLC, Langmuir, equilibrium dispersive model.
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1. Introducdio
1.1 Motivacio

Enantiomeros s@o isomeros idénticos no que diz respeito a ligagdes atomicas ¢ a
ordenagdo nas moléculas, porém diferem pela maneira em que seus atomos se dispdem.
A mistura de moléculas deste tipo em uma solugdo chama-se racemato ou mistura

racémica. As moléculas cujas imagens nio sdo sobreponiveis chamam-se quirais.

Diversos aminodcidos presentes nos seres vivos sdo quirais e suas interagdes
com outras moléculas quirais sdo estereoespecificas, ou seja, acontecem somente com
determinados estereoisomeros. Assim, o estudo da quiralidade dos compostos quimicos,
em particular dos compostos terapéuticos, ¢ de fundamental importancia do ponto de
vista farmacologico, farmacocinético e toxicoldgico, uma vez que muitos farmacos sdo
administrados na forma racé€mica, podendo os enantidmeros ter efeitos diferentes no
organismo ou ainda, em casos mais simples, um dos enantidmeros ter efeito inerte

(Singh et al, 2006).

Meétodos tradicionais, tais como cristalizagdo fracionada ou destilagdo
fracionada, ndo separam com eficiéncia uma mistura racémica, devido a grande
semelhanca estrutural entre os dois enantidomeros. Sendo assim, duas rotas
independentes podem ser utilizadas na obtencdo de enantidmeros puros. Uma delas ¢ a
sintese enantioseletiva, onde somente o enantiomero de interesse é obtido (Roszkowski
et al., 2006), a outra diz respeito a sintese da mistura racémica e separacdo dos
enantiomeros utilizando cristaliza¢do diasteroisomérica ou cromatografia quiral (Kim et
al., 1998; Francotte, 2001). A cromatografia quiral € preferida frente a cristalizagdo
diasteroisomérica por produzir dois enantidmeros com elevado grau de pureza dptica,

condi¢do indispensavel para testes farmacocinéticos, farmacoldgicos e

farmacodinamicos (Rekoske, 2001; Silva Jr., 2006).

O praziquantel (PZQ), cujo nome quimico ¢ (£)-2ciclo-hexilcarbonil-
1,2,3,6,7,11b—hexa—hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona, é um anti-helmintico de
alto espectro utilizado no tratamento de todos os tipos de esquistossomose (Kumar e

Gryseels, 1994).
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No Brasil, a mistura racémica ¢ utilizada para formulacdo do medicamento e
consta na Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME, 2008), sendo o
Ministério da Satude responsavel pelas formulac¢des solidas e liquidas de PZQ. Porém,
sabe-se que a espécie enantiomérica (R)-PZQ apresenta atividade anti-helmintica,
enquanto a espécie (S)-PZQ nfo possui efeito (Liu et al., 1997). Sabe-se também que a
formulagdo liquida baseada no (R)-PZQ apresenta sabor menos amargo que a
formulagéo baseada na mistura racémica. Estas informac¢des mostram que a substituigdo
da mistura racémica de praziquantel pela espécie (R)-PZQ leva a reducdo da dose
necessdria para a metade na formulagéo sélida e reduz o sabor amargo de formulagdes

liquidas, fator importante para a adesdo de criangas ao tratamento (Meyer et al., 2009).

A sintese da mistura racémica é um procedimento de baixo custo, isso incentiva
o uso desse procedimento em aplicacdes preparativas e industriais levando ao uso de
cromatografia quiral para a preparacdo de (R)-PZQ enriquecido ou purificado
(Roskowski et al., 2006). Por este motivo trabalhos anteriores utilizaram cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) para promover a separa¢do dos enantiomeros do PZQ
com coluna de fase estacionaria quiral (FEQ). Ching ef al. (1993) desenvolveram um
processo cromatografico continuo em escala preparativa para separagdo destes
enantidomeros usando triacetato de celulose microcristalina (MCTA) como fase
estacionaria e metanol como fase moével. Ching e Lee (1996) utilizaram fases
estacionarias com seletores quirais baseados em derivados de celulose (Chiralcel OD®
e OJ®) e amilose (Chiralpak AD®) recobertos em silica e metanol como fase movel
endo obtiveram alto potencial de discriminagdo. Visto isso, o presente projeto € parte de
uma cooperagdo das institui¢cdes de pds-graduagdo envolvidas (Universidade Federal do
Ceara ¢ Universidade Federal do Rio de Janeiro) e o Ministério da Saude, através do
Laboratério de Sistemas Farmacéuticos Avancados (LaSiFA) de Farmanguinhos
(FIOCRUZ), que objetiva o uso do (R)-PZQ na investigagdo do uso de formulagdes

liquidas e solidas enriquecidas neste enantiomero.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a separagdo dos enantidmeros do praziquantel

por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando uma fase estaciondria quiral
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baseada em celulose (Lux Celulose-2) e o estudo da separacdo em condi¢des de
sobrecarga, bem como estimagdo de parametros da isoterma de equilibrio. Esse estudo
visa obtencdo de condigdes oOtimas de operagdo para futura aplicacdo preparativa e

separagdo dos enantidomeros do praziquantel em modo continuo.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Avaliacdio da eficiéncia da coluna Lux celulose-2 na separacdo dos
enantiomeros propostos a partir da obtencdo de perfis cromatograficos com
solugdes diluidas de PZQ para estudo.

e Estudo da separagdo em condi¢des de sobrecarga de volume e de massa pela
obten¢do de perfis cromatograficos com solugdes concentradas de PZQ.

e [Estimagio dos parametros da isoterma de Langmuir competitivo por um método
hibrido entre o método do tempo de retencdo e o método inverso pela utilizagdo
dos perfis em condi¢des de sobrecarga para

e Simulagdo com os parametros obtidos para a isoterma de Langmuir competitivo
a fim de reproduzir os experimentos realizados em laboratorio e assim servir

como ferramenta de predi¢do do comportamento da coluna.

1.3 Descrigdo do conteudo da dissertacio

Neste capitulo foram apresentados a motivacdo e os objetivos deste estudo. De
modo a centralizar o objeto de estudo desta dissertagdo, serdo apresentados os
fundamentos tedricos e a revisdo bibliografica sobre o assunto abordado no proximo
capitulo. No 3° capitulo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados para a
execucdo deste trabalho. Os resultados e a discuss@o dos procedimentos experimentais e
simulag@o estdo no 4° capitulo deste documento. E, por fim, no 5° capitulo estdo as

conclusdes.
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2. Revisdo Bibliogrdfica
2.1 Os enantiomeros e os farmacos quirais

Enantidomeros sdo isdmeros de mesma férmula molecular, nos quais a molécula
apresenta a geometria e a disposi¢do espacial de seus dtomos igual a imagem especular
do seu par complementar (Lima, 1997; Solomons & Fryhle, 2000). Apresentam as
mesmas propriedades fisicas e quimicas como, por exemplo, ponto de fusdo e ebuli¢do e
densidade. Entretanto, diferem no que diz respeito a maneira como os enantidmeros
interagem com o plano de luz polarizada, ocorrendo rotacdes em diferentes direcdes

dependendo do composto (Allinger et al., 1978).

Existe uma nomenclatura atribuida aos enantiomeros que esta relacionada a essa
capacidade de desviar a luz plano-polarizada. Se o feixe que emerge de uma substancia
opticamente ativa for para a direita, diz-se que é uma substancia dextrogira (d) ou (+);
se o feixe for para a direita, a substancia diz-se /evdgira (1) ou (-) (Morrison e Boyd,

1983; Solomons & Fryhle, 2000).

Outra nomenclatura ¢ atribuida ao arranjo espacial do composto, em que os
enantiomeros recebem os prefixos R ou S seguindo sistema desenvolvido pelos
quimicos R. S. Cahn, C. K. Ingold e V. Prelog em 1966 e adotado pela International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Francotte, 2001).

Os enantiomeros s3o frequentemente designados como isdOmeros Opticos uma
vez que a ndo sobreposi¢cdo de um objeto e a sua imagem em um espelho determina a
existéncia da atividade Optica, possuindo um centro quiral ou centro de assimetria.
Todas as moléculas quirais possuem enantidmeros e todas as moléculas opticamente

ativas sdo quirais (Solomons & Fryhle, 2000).

Uma mistura equimolar de dois enantidmeros é chamada de racemato ou mistura
racémica. Essa mistura ndo apresenta rotacdo de luz plano-polarizada, visto que para
qualquer orientagdo possivel de um enantidmero, existiria uma molécula do outro
enantibmero em uma orientacdo de imagem especular. Havendo assim cancelamento
exato de todas as rotagdes resultando no fato de que uma mistura equimolar de
enantiomeros ¢é opticamente inativa, sendo frequentemente representada como (%)

(Solomons & Fryhle, 2000).
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A quiralidade ¢ uma propriedade intrinseca nos seres vivos, ja que diversos
aminoacidos e agucares sdo quirais. Suas interagdes com outras moléculas quirais sdo
estereoespecificas, ou seja, essas moléculas realizam um reconhecimento seletivo dos
enantiomeros e interagem de maneira diferente com cada um deles, resultando, na

maioria das vezes, em diferentes respostas bioldgicas (Maier et al., 2001).

Assim, o estudo da quiralidade dos compostos quimicos, em particular dos
compostos terapéuticos, ¢ de fundamental importancia do ponto de vista farmacologico,
farmacocinético e toxicologico, uma vez que muitos farmacos sdo administrados na
forma racémica, podendo os enantidmeros ter efeitos diferentes no organismo, como
causar efeitos colaterais ou ainda, em casos mais simples, um dos enantiomeros ter

efeito inerte.

Como exemplo da importancia da quiralidade na industria farmacéutica pode-se
citar o caso da talidomida, que na década de 60 era comercializado como sedativo para
aliviar nauseas matinais nas gestantes. Ocorre que o (-)-(S)-enantidmero apresenta
efeitos teratogénicos e, por falta de conhecimento das diferencas toxicoldgicas dos
enantiomeros, acarretou na ma formacgdo de milhares de fetos (Caldwell, 1995). A
partir de entdo, passou-se a estudar a influéncia do arranjo espacial dos &tomos nas
moléculas na interacdo com as macromoléculas bioldgicas e o quanto isso influenciava

os processos bioquimicos, fisiologicos e farmacoldgicos (Orlando et al., 2007).

A obtengdo de substancias opticamente puras tornou-se um grande desafio para
os pesquisadores e para a induastria farmacéutica. Os oOrgdos regulamentadores
internacionais introduziram legislacdes mais rigidas no controle clinico dos
medicamentos e exigiram da industria farmacé€utica a comercializagdo de medicamentos
na sua forma enantiomericamente pura, isso devido a experiéncia que foi acumulada ao

longo dos anos.

2.2 Resolugdo de misturas racémicas por cromatografia liquida quiral

Devido a grande semelhanga fisica e estrutural entre os enantidmeros ndo ¢
possivel separa-los por métodos tradicionais de separagdo, como destilagdo fracionada,

ja que seus pontos de ebulicdo sdo idénticos; cristalizagdo fracionada, pois as
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solubilidades de ambos os enantiomeros em dado solvente s3o iguais, a menos que o
solvente seja opticamente ativo, ou cromatografia classica, pois eles sdo adsorvidos com
igual forca por um dado sorvente, a menos que seja opticamente ativo (Morrison e

Boyd, 1983).

Sendo assim, duas rotas sdo utilizadas na obtenc¢do de enantidmeros puros, como
mostrado na Figura 2.1, a sintese enantioseletiva, uma rota quiral, na qual somente o
enantiomero de interesse ¢ obtido, e a sintese de uma mistura racémica e posterior
separagdo dos enantiomeros, rota racémica (Roszkowski et al., 2006; Francotte et al.,

2001).

Rota racémica Rota quiral

. — | Enantidmero (R) | <= dintece
» Resolugdo de (R) Smtgsc

enantidmeros — . estereosseletiva
— | Enantiomero () | <<

Figura 2.1 - Obtengdo de enantidmeros puros (adaptado de Silva Jr. ef al, 20006).

A sintese enantioseletiva é util na preparagdo de grandes quantidades de
material, entretanto o tempo requerido na sua utilizagdo pode torna-la impraticavel e
ndo atrativa, especialmente em casos onde somente pequenas quantidades do
enantiomero sdo requeridas, como €é o caso de algumas aplicagdes farmacéuticas.
Devido a este fato a resolug¢@o da mistura racémica ¢ preferida por ter como vantagem a
produgdo de dois enantidomeros com grau de pureza elevado, o que € muito importante

em estudos farmacologicos, farmacodindmicos e farmacocinéticos (Silva Jr., 2006).

Na fase de separagdo dos enantidmeros da mistura racémica a cromatografia
quiral tem sido uma alternativa promissora que tem se mostrado uma ferramenta bem
estabelecida devido a suas vantagens, tais quais a aplicagdo a uma larga variedade de
estruturas racémicas, obtengdo dos dois enantiomeros com elevado grau de pureza

optica e rapidez (Francotte et al., 2001).

Henderson & Rule (1939) separaram lactose como primeira tentativa de
demonstrar o potencial do método cromatografico para separagdo em escala preparativa
utilizando fase estacionaria quiral. A partir dai, o método vem se desenvolvendo pelo

crescimento paralelo entre as técnicas cromatograficas e o surgimento de novas FEQ’s.
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Esse desenvolvimento se deve principalmente ao reconhecimento da importancia da
relagdo entre a estereoquimica de um composto quiral e sua atividade bioldgica
(Francotte, 1994). Por essas razdes diversas drogas racémicas de diferentes classes
terapéuticas tem sido separadas por este método, como por exemplo analgésicos,

tranquilizantes, diuréticos, anti-convulsivos e anti-helminticos.

2.3 Processos cromatogrdficos para obtencdo de enantiomeros puros
2.3.1 Modo em batelada

Quando se fala em separag@o de enantiomeros por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a técnica mais utilizada é a classica cromatografia em batelada, que consiste
na introdu¢do de uma solugdo que contém o racemato dissolvido no topo da coluna e
eluicdo com uma fase movel apropriada. Um esquema deste modo estd mostrado na
Figura 2.2. O tamanho da coluna ¢ varidvel e depende da quantidade de soluto
necessaria. Por outro lado, em separag¢des mais dificeis ou quando se deseja melhorar o
rendimento sdo utilizadas frequentemente técnicas de corte de pico e de reciclo

(Francotte, 2001; Francotte & Richert, 1997).

Injetor Detector

Alimentacio ...,, Coluna > —jp Produtos

Bomba

Eluente

Figura 2.2 — Diagrama esquematico de um sistema em batelada de cromatografia

(adaptado de Seidel-Morgenstern, 1998).

Pode-se dizer que a técnica de cromatografia em batelada é apropriada para
produgdo de pequenas quantidades requeridas em uma fase inicial de desenvolvimento
de um processo, isso baseado em investimento de capital, tempo de desenvolvimento,

produtividade da tecnologia e necessidade de materiais (Kennedy et al., 2004).
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Apesar de suas vantagens, a aplicagdo desta técnica em escala industrial é
limitada, pois requer utilizacdo de grandes quantidades de adsorvente, alto consumo da
fase movel e a descontinuidade da operagdo, o que causa dificuldades na integragdo
deste processo com outros que operam continuamente (Lim & Ching, 1996). Entretanto,
uma parcela significativa desses contratempos tém sido superados devido a melhorias
nas técnicas cromatograficas e ao desenvolvimento de novas fases estacionarias quirais

relativamente baratas (Francotte, 1994).

Para escala semi-preparativa, com produtividade da ordem de dezenas de gramas
por dia, o uso de técnicas continuas ndo traz vantagens significativas, se considerado o
alto custo fixo de uma unidade deste tipo (Grill, 2004; Santana et al., 2010; Schlingea et
al., 2010).

2.3.2 Modo continuo

Processos de separagdo cromatografica quiral semi-preparativos e preparativos
podem ser realizados usando sistemas com uma coluna e esquemas de injegdes, coletas
de fragdes e reciclos periodicos, operando de forma manual ou automatizada, de forma
semi-continua (Grill ef al., 1998, Silva Jr et al., 2009; Schlinge et al., 2009); ou por
sistemas com multiplas colunas e esquemas de alimenta¢do continua, coletas de fragoes

e reciclos (Nicoud ef al., 1993, Barreto Jr et al., 2008).

Com objetivo de superar as desvantagens da cromatografia em batelada,
surgiram métodos cromatograficos continuos contracorrente. Os  processos
cromatograficos continuos originaram-se em 1947 com o desenvolvimento do processo
Hypersorption, desenvolvido pela Union Oil Co., para a purifica¢do de hidrocarbonetos.
Outro processo, o leito mével simulado (LMS) tem sido bastante utilizado como
alternativa & cromatografia de eluicdo cldssica. Este método foi idealizado por
Broughton e Gerhold ¢ a tecnologia foi aplicada pela Universal Oil Products (UOP) na
década de 1960 com o nome de Sorbex. O LMS foi destinado primeiramente a
separacdo e recuperagdo de compostos petroquimicos e recuperagdo de frutose de
misturas de glicose e frutose. Hoje em dia a tecnologia ¢ amplamente utilizada nas

industrias petroquimicas, de processamento de agucares e de quimica fina e para
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separagdo de enantiomeros (Ching et al., 1985; Subramani et al., 2003; Rosa, 2005;
Silva Jr. et al., 2009).

A primeira publicagdo utilizando a tecnologia de LMS para separagdo
enantiomérica foi em 1992, para separacdo de feniletanol em uma coluna Chiralcel OD
(Negawa & Shoji, 1992). Desde entdo o processo LMS para separagdo de enantidmeros
vem sendo largamente estudado (Ching et al., 1993; Lim & Ching, 1996; Francotte &
Richert, 1997; Heuer et al., 1998; Zenoni et al., 2000; Zhang et al., 2002; Wongso et
al., 2004, 2005; Araujo et al., 2010; Antelo, 2011; Nowak ef al., 2012; Bentley ef al.,
2013).

O leito movel simulado nada mais é do que uma série de colunas
cromatograficas conectadas em série e dividido em quatro zonas, podendo conter duas
ou mais colunas por zona, como mostrado na Figura 2.3. O movimento contracorrente
simulado entre as fases solida e liquida ¢ dado pela mudanca periodica das linhas de
alimentagdo, de extrato e de rafinado por valvulas de multiposi¢des, ao longo do leito

no sentido do fluxo da fase liquida (Pais & Rodrigues, 2003; Zhang et al., 2007).

Rafinado, Ra Zona4, Q4 Solvente, D
]
‘ Ra

Diregao de

troca das D
- —— — -

alvulas
Zona 3, Q3 vaivu Zona1, Q1

f ex

H 2 Extrato, Ex
Alimentagdo, F Zona2, Q2

Figura 2.3 - Diagrama esquematico de um leito mével simulado com quatro zonas
(adaptado de Zhang et al., 2007).
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Outro método continuo foi proposto pela Novasep (Vandoeuvre Les Nancy,
Franga), a principal fornecedora de unidades industriais de LMS, o processo Varicol
(Ludemann-Hombourger et al., 2000). O principio do processo Varicol ¢ baseado em
uma mudan¢a de posi¢cdo ndo sincronizada das valvulas de entrada e saida em um
sistema com varias colunas, em contraste com a operacdo do LMS em que essa

mudanga de posicao € sincronizada (Pais & Rodrigues, 2003).

Dado o nimero total de colunas empregadas em um processo Varicol o nimero
de colunas em cada zona varia com o tempo, dentro de um periodo de comutagdo
global, porém ao fim de cada periodo de comutacdo global cada zona contém o numero

de colunas que tinha inicialmente.

Além disso, uma porta pode mudar de posicdo mais de uma vez durante um
periodo de comutagdo global, para frente ou ainda para tras. Sendo assim, o processo
Varicol pode ter diferentes configuracdes de coluna, o que dd maior flexibilidade ao
processo se comparado ao LMS. Vale ressaltar ainda que o processo Varicol ndo
necessita de nenhum custo fixo adicional, sendo o custo fixo semelhante ao do LMS

(Subramani et al., 2003; Peper et al., 2007).

2.3.3 Projeto de condicies operacionais

A otimizagdo das condi¢des operacionais de um processo cromatografico diz
respeito a obtencdo de valores para as variaveis de decisdo que melhor atendam os
critérios especificados para as varidveis de desempenho em cada etapa do processo
estudado. Os problemas de otimizagdo sdo normalmente relacionados a maximizagdo ou
minimizagdo de uma fungdo, que pode conter uma ou mais variaveis em um dominio

especifico (Antelo, 2011).

Um processo de separacdo ¢, na maioria das vezes, otimizado em escala de
bancada e posteriormente suas condi¢des de operacdo em escalas piloto e industrial
podem ser projetadas e testadas. Quando se trata de processos cromatograficos, o
aumento de escalas, também chamado scale up, ¢ dado pelo aumento do volume e vazio
da fase mével (levando em consideracdo o tempo de separacdo da substancia em estudo)

da coluna cromatografica, permitindo assim o processamento de maiores volumes de
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solugdo com os mesmos niveis de desempenho obtidos nos processos em bancada

(Barreto Jr., 2005).

Para otimizagdo do processo de separagdo pardmetros basicos como a fase
estacionaria quiral e fase modvel adequadas para cada caso devem ser estudados,
entretanto, a escolha correta das condi¢des de operagdo, como a escolha da vazdo da
fase modvel e volume de inje¢do para experimentos em batelada, ¢ outro fator
indispensavel. A determinacdo das condi¢des Otimas de separagdo em laboratdrio €
trabalhosa e assim outras técnicas, como o estudo de modelos matematicos para
representacdo dos fenomenos envolvidos, vém sendo bastante utilizadas. Essa técnica
apresenta grandes vantagens por resultar em economia de custo e tempo e, além disso,

otimos resultados (Cerutti, 2003; Barreto Jr., 2005).

Dentro deste contexto, a utilizagdo de modelos matematicos para a representagdo
de processos quimicos, tanto em escala laboratorial quanto industrial, se mostra muito
util e difundida no campo da engenharia quimica. Modelos matematicos sdo compostos
por equacdes algébricas e/ou diferenciais que relacionam as muitas variaveis do
problema, permitindo a realizagdo de previsdes sobre o comportamento do processo que
podem ser utilizadas para simular, analisar, projetar e otimizar o processo que o modelo

representa (Schwaab, 2007).

Simulagdes de condi¢des operacionais podem ser feitas a partir da modelagem
de uma coluna cromatografica, e dai pode-se chegar a um resultado previsto de
condi¢des dtimas para um processo. Em seguida, o resultado nessas condi¢des pode ser
testado experimentalmente e comparado com o resultado simulado, tendo suas
discordancias utilizadas na avaliagdo de varidveis que possam ter sido negligenciadas no
desenvolvimento do modelo matematico ou na medida da significancia dos parametros

estimados (Barreto Jr., 2005).

2.4 Farmaco praziquantel e a separagdo de seus enantiomeros
2.4.1 Praziquantel

O praziquantel ¢ um composto quiral que possui um centro quiral no carbono

11b (Figura 2.4), cujo nome quimico ¢ (%)-2ciclo-hexilcarbonil-1,2,3,6,7,11b-hexa-
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hidro-4H-pirazino[2,1 -a]isoquinolin-4-ona (PZQ), ¢ um anti-helmintico de alto
espectro utilizado no tratamento de todas as espécies conhecidas de esquistossomose, de
numerosas espécies de cestodeos e trematddeos. Este medicamento ¢ importante
principalmente para o tratamento da esquistossomose, visto que antes dele ndo ha
registros de terapia segura e efetiva (Kelly er al., 1993). Apresenta baixa solubilidade
em agua (0,4 mg/mL), o que aumenta as dificuldades na formulagdo farmacéutica de
solugdes orais, suspensdes, granulados e injetaveis. Entretanto, é soluvel em etanol com
solubilidade maxima em torno de 40 g/L, obtida neste trabalho, e facilmente solivel em

cloroféormio (F. Bras. IV, 1996).

O\]\:N
N
(R)-Praziquantel (S)-Praziquantel

Figura 2.2 - Estrutura quimica do praziquantel.

No Brasil, atualmente, a mistura racémica ¢ importada pelo Ministério da saude
como um farmoquimico e formulada, porém sabe-se que o enantidmero (R)-PZQ ¢ o
que apresenta atividade anti-helmintica, enquanto o (S)-PZQ é inefetivo (Liu & Stewart,
1997; Meyer et al., 2009). Apesar de ambos os enantidmeros gerarem um efeito de
bradicardia, somente o (S)-PZQ causa esse efeito em doses sub-terapéuticas (Kelly et

al., 1993).

Sabe-se ainda, segundo Meyer et al. (2009), que a formulacdo liquida baseada
somente no (R)-PZQ apresenta sabor significativamente menos amargo que a
formulagdo baseada na mistura racémica. A partir dessas informagdes, pode-se dizer
que a utiliza¢do do (R)-PZQ puro levaria a reducdo de metade da dose necessaria nas
formulagdes solidas e as formulacdes liquidas apresentariam sabor menos amargo, fato

este indispensavel no uso do medicamento para o tratamento de criangas.
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2.4.2 Separacdo dos enantiomeros do PZQ

A sintese da mistura racémica do PZQ ¢ um procedimento de baixo custo
quando comparado a sintese enantioseletiva (Roszkowski et al., 2006). Por este motivo,
a mistura racémica ¢ mais utilizada em aplicagdes preparativas e industriais, o que leva

ao uso da cromatografia quiral para obtencéo de (R)-PZQ puro.

Diversos autores estudaram o uso da cromatografia quiral para a separagdo dos
enantiomeros do PZQ. Kelly ef al. (1993) estudaram a separag¢do dos enantiomeros do
PZQ no soro humano utilizando uma fase estaciondria quiral baseada em um derivado
de celulose, Chiralcel OD® (mesma fase estaciondria quiral da coluna utilizada neste
trabalho), e fase movel consistindo em hexano e propanol em modo batelada e
obtiveram uma separacdo adequada dos enantiomeros para a baixa quantidade em

ng/mL desejada.

Lim e Ching (1996b) utilizaram fases estaciondrias quirais baseadas em
derivados de celulose, Chiralcel OD® e OJ®, e amilose, Chiralpak AD®, e como fase
moével misturas de hexano e propanol para a separagdo destes enantiomeros no modo
batelada e ndo obtiveram alto potencial de discriminagdo, devido aos baixos valores de

seletividade alcangados (na faixade 1 a 1,1).

E ainda, Zhang et al. (2010) utilizou um seletor quiral derivado de celulose
imobilizado em silica, Chiralpak IC®, e 4dgua e acetonitrila como fase movel para a
separacgdo dos enantidmeros do PZQ e obteve alto potencial de descriminacdo, porém o

uso de solventes toxicos ndo é aconselhado em aplica¢des farmacéuticas.

Quando se trata de unidades semi-continuas e continuas de operacdo existem
estudos feitos em leito mdvel simulado, o caso de Ching ef al. (1993) e Kim e Ching
(1996). Ching et al. (1993) desenvolveram um processo cromatografico continuo em
escala preparativa dos enantiomeros do PZQ usando como fase estacionaria o triacetato
de celulose microcristalina (MCTA) e tendo metanol como fase mdvel. Porém, o

MCTA apresenta baixa estabilidade quimica e mecanica.

Lim e Ching (1996) alcancaram uma produtividade de 480 mg/h de mistura

racémica de PZQ processada com 97% de pureza para o (R)-PZQ e 97% de recuperagdo
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deste enantidmero. O sistema utilizado por estes autores foi um LMS convencional com

um arranjo de 8 colunas de MCTA.

Apesar do PZQ ter sido separado continuamente nas fases estaciondrias
mencionadas, como em MCTA, essas fases ndo vém sendo mais utilizadas e novas fases
estacionarias ainda ndo foram testadas com o medicamento em questdo em processos

continuos, como o LMS e o processo Varicol.

2.5 Obtengdo de pardmetros cromatogrdficos

Os parametros cromatograficos sdo uteis para avaliacdo e verificacdo da
eficiéncia de separacdo de compostos na coluna cromatografica. Esses parametros
fornecem informacgdes a respeito do comportamento do soluto entre a fase estaciondria e
a fase movel (Schmidt-Traub, 2005). A determinagdo destes pardmetros requer uma

sequéncia de experimentos que empregam solugdes diluidas e concentradas.

Para sistemas que utilizam solugdes diluidas, normalmente empregadas em
separagdes analiticas, visa-se obter a melhor condi¢do de separacdo. Sendo assim, sdo
avaliadas a qualidade e eficiéncia de separacdo, com medidas de fatores de retengéo,
seletividade, resolug¢do e numero de pratos. Por outro lado, em sistemas com solugdes
concentradas, o objetivo € obter o maximo de material com alto grau de pureza no
menor intervalo de tempo possivel. Nesse caso os parametros de equilibrio de adsor¢do
ndo-lineares devem ser determinados e utilizados no projeto de condi¢des operacionais
de unidades preparativas em batelada como também para ampliagdo de escala para

unidades continuas.

2.5.1 Pardametros analiticos de separagio

Os parametros analiticos de separacdo sdo Uteis para a avaliacdo e verificagdo
da eficiéncia de separacdo na coluna cromatografica (Sewell e Clarke, 1987).

O numero de pratos é um dos parametros que caracteriza um sistema
cromatografico preparativo, ¢ um parametro que indica a eficiéncia da coluna e pode ser

dado pela Equagéo 2.1 (Schmidt-Traub, 2005).
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tri 2
Ni=16(;ﬂ 2.1)

em que N; € o numero de pratos teoricos do componente i, #,; € o tempo de reten¢do do

componente i em minutos e w; ¢ a largura do pico do componente i.

O fator de retencdo, k;, depende da distribuicdo do componente de interesse entre
a fase movel e a fase estacionaria. E uma medida adimensional e de fundamental
importancia em separagdes cromatograficas e pode ser dado pela Equagdo 2.2 (Schmidt-

Traub, 2005).
oy =20 (2.2)

A relagdo entre os fatores de retencdo do componente mais retido e do
componente menos retido corresponde a outro pardmetro muito importante em

cromatografia, e ¢ chamado de fator de separag¢do, Equagdo 2.3.

ki t.:—t
a=2=11_2 (2.3)
ki ti—t

A resolucdo cromatografica, Rs, ¢ uma medida de quio bem separados estdo
dois picos adjacentes que ocupam areas similares. Altos valores de Rs significam que as
substancias estdo mais separadas. De acordo com a literatura (Shmidt-Traub, 2005),
valores de resolugdo acima de 1,5 significam que a separagdo entre os dois compostos
ocorre até linha de base. A resolugdo pode ser dada pela Equagéo 2.4 (Schmidt-Traub,
2005).

Rs=(a—1) (kil:i— 1)@ (2.4)

em que o componente i neste caso € 0 componente menos retido.

2.6 Isotermas de equilibrio de adsorg¢do

A isoterma de adsorcdo € a informag@o mais importante para modelar processos
de separacdo em cromatografia liquida (Seidel-Morgenstern e Guiochon, 1993;
Schmidt-Traub, 2005) e descreve a distribui¢do de equilibrio de um soluto entre as duas

fases envolvidas no processo em uma faixa de concentragdo (Ruthven, 1984).
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As isotermas de adsor¢do apresentam comportamento nédo linear sob condi¢des
de sobrecarga. As consequéncias do comportamento ndo linear nos perfis
cromatograficos sdo bem conhecidas (Silva Jr., 2006; Silva Jr. et al., 2009; Seidel-
Morgenstern, 1993; Guiochon et al., 2006). Sob fortes condi¢des de sobrecarga, os
picos de eluicdo dependem essencialmente da termodindmica do equilibrio de fases,
apresentando forte assimetria dos picos cromatograficos e queda nos tempos de
retengdo, influenciado pela curvatura da isoterma de equilibrio ndo-linear (Miyabe e

Guiochon, 2000; Schmidt-Traub, 2005).

Quando se trata de cromatografia linear, os efeitos de dispersdo axial e os
processos de transferéncia de massa determinam o alargamento dos picos
cromatograficos. Ja na cromatografia preparativa, efeitos de transferéncia de massa e
dispersdo sdo geralmente menos importantes (Seidel-Morgenstern, 2004). Sendo assim,
sabendo o comportamento da isoterma pode-se explicar o mecanismo de retencdo e
ajudar a propor rotas para melhorar a separagdo e, consequentemente, a taxa de
produgdo; fato este que é de grande interesse quando se trata de separagdes

enantioméricas (James et al., 1999).

Para modelagem e simulacdo de sistemas cromatograficos preparativos, os dados
obtidos experimentalmente podem ser representados por equagdes matemdticas. A

seguir serdo mostrados os modelos mais utilizados de isoterma multicomponente.

2.6.1 Modelo Langmuir competitivo
O modelo de Langmuir competitivo faz as seguintes hipdteses:

e Todos os sitios de adsorcdo sdo considerados energeticamente iguais (superficie

homogénea);
e (ada sitio de adsorg¢do adsorve somente uma molécula de soluto;
e Uma unica camada de moléculas de soluto adsorvido é formada;
e Nio ha interagdes laterais entre as moléculas adsorvidas.

Esse modelo ¢ o mais utilizado quando se descreve adsor¢do ndo-linear, ¢
conveniente para andlise quantitativa de processos de adsor¢do e tem uma base fisica,

diferentemente de equagdes empiricas, que ndo apresentam nenhuma justificativa
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teorica (Guiochon et al, 2006; Schmidt-Traub, 2005). A Equacdo 2.5 apresenta esse

modelo.

_ a;C;
"1+ b,Cy + byCy

q; =12 (2.5)
em que a; € b; sdo os coeficientes da isoterma de Langmuir para o componente i

somente.

A grande vantagem desse modelo é a sua simplicidade, visto que ha um pequeno
nimero de parametros requeridos. Somente trés parametros sdo requeridos para
descrever a adsor¢do competitiva: duas constantes de equilibrio e a capacidade de

saturacdo (Cavazzini et al., 2002).

2.6.2 Modelo bi-Langmuir competitivo

O Modelo bi-Langmuir competitivo assume que a superficie da FEQ contém
dois tipos diferentes de sitios: sitios ndo seletivos, que retém ambos os enantiomeros
com a mesma energia de adsor¢do, e sitios enantioseletivos, que interagem
diferentemente com estes dois enantidmeros, ligando-se a eles com diferentes energias e
com igual ou diferente capacidade da saturacdo. Sendo assim, nos sitios ndo seletivos as
constantes de equilibrio dos dois enantiomeros sdo iguais, fazendo com que este modelo
contenha cinco parametros (Guiochon et al., 2006). O modelo bi-Langmuir competitivo

¢ dado pela Equagédo 2.6.

by iCi bs;C;

+ L=
1+ brsi(Co+ Cp) BT+ byiCy + byaCy

qdi = Qns 1,2 (2-6)

em que bnsi € a constante de equilibrio do componente i para a adsor¢do nos sitios ndo
seletivos, bsi € a constante de equilibrio do componente i para a adsor¢do nos sitios
enantioseletivos, gns é a capacidade de saturacdo dos sitios ndo-seletivos e gs € a

capacidade de saturacdo dos sitios enantioseletivos.

2.6.3 Modelo Langmuir competitivo modificado
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O modelo de Langmuir competitivo modificado é um caso particular do modelo
de Langmuir competitivo e tem se mostrado adequado para descrever a adsor¢do em
algumas fases estacionarias quirais (Zhang et al., 2003). Este modelo ¢ dado pela
Equagdo 2.7.

al-Cl-
i+

q; = hiC ;=12 (2.7)

em que 4 é a constante de equilibrio linear para o componente i.

2.7 Métodos de determinacdo de isotermas de adsor¢cdo

Diversos métodos experimentais para a determinagdo de isotermas de adsorgdo
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 dinamicos (Guiochon ef al., 1994; James et al., 1999;
Ruthven, 1984). Os métodos estaticos utilizam informagdes no estado de equilibrio, ndo
analisam a curva concentracdo-tempo. Por outro lado, os métodos dindmicos sdo
baseados na analise matematica das curvas resposta que mostram as mudangas ocorridas
na alimenta¢do da coluna cromatografica ao longo do tempo (Seidel-Morgenstern,
2004). Métodos dindmicos s3o implementacdes dedicadas a cromatografia, esses
métodos incluem a andlise frontal (AF), andlise frontal por pontos caracteristicos
(AFPC), eluicdo por pontos caracteristicos (EPC), métodos de perturbagdo (MP),
método de tempo de retengdo (MTR) e método inverso (MI) (James et al., 1999).

A Tabela 2.1, adaptada de Schmidt-Traub (2005) mostra os principais métodos,

citados nesse texto, e resume suas principais caracteristicas.

2.7.1 Anadlise frontal

A analise frontal consiste na alimentag¢do da coluna pela solu¢do do componente
em estudo em uma concentragdo conhecida e constante até sua completa saturagdo. Ao
atingir o equilibrio, mudangas bruscas graduais de concentragdo crescente sdo

alimentadas na coluna sucessivamente, gerando curvas de ruptura na forma de degraus
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sucessivos. Cada curva de ruptura fornecerd um ponto na isoterma de adsorcdo

competitiva (Guiochon et al., 2006).

Tabela 2.1 — Principais métodos de determinagdo de isotermas de equilibrio e suas

caracteristicas (Adaptado de Schmidt-Traub, 2005).

Nome Comentarios

e Alta precisdo;

e Facil automatizagdo;

e C(Calibragdo do detector € necessaria;

Andlise Frontal (AF) e Grandes quantidades de amostra;

e Pode ser utilizado para colunas de baixa
eficiéncia;

e Consome muito tempo.

e Pequenas quantidades de amostra;

) ) e S@o necessarias colunas de alta eficiéncia;
Andlise das frentes de disperséo
e Equilibrio entre as fases ¢ requerido;

(AFPC, EPC)

e Precisa calibrag@o do detector se faz
necessaria.

e Nao é necessario calibragdo do detector;

e E capaz de lidar com pequenas impurezas;

e E necessério equilibrio;

Método de Perturbagéo e Pode lidar com colunas de baixa eficiéncia;

e Modelos de isoterma necessarios para
calcular isotermas multicomponentes;

e Tem potencial para automatizacdo.

e Necessita de pequenas quantidades de
amostra;

Meétodo do Tempo de Retencdo e Nio ¢ tdo sensivel a colunas de baixa

eficiéncia quanto EPC e AFPC;

e Nao é necessaria calibragdo do detector.

e Modelo de coluna é necessario;
Método Inverso
e Modelo de isoterma € necessario;
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e Pardmetros da isoterma tém de ser sensiveis.

O volume de inje¢do deve ser grande o suficiente para alcancar um platd de
concentragdo, o que leva um determinado tempo. Durante esse periodo de adsor¢do, um
novo equilibrio € alcan¢ado, com uma concentragdo na fase liquida sendo igual a
concentragdo injetada posteriormente. Na etapa de dessor¢do o equilibrio inicial ¢
restaurado, com um atraso igual ao tempo de saturagdo da curva de ruptura antecedente.
Esse procedimento experimental ¢ de facil implementagdo e automatizado, caso esteja

disponivel um sistema de entrega de gradiente (Schmidt-Traub, 2005).

A andlise frontal é o método mais popular devido a sua alta precisdo. Entretanto
este modelo requer uma grande quantidade dos compostos estudados e consome muito
tempo, pois este método demanda a coleta de varios pontos da isoterma, de modo a

cobrir uma larga faixa de concentragdo (Felinger et al., 2003).

2.7.2 Andlise frontal por pontos caracteristicos

O método de andlise frontal por pontos caracteristicos pode ser feito pelas
medidas das isotermas de um componente puro a partir do limite traseiro obtido por
analise frontal ou fazendo um degrau negativo de uma concentragdo finita para a fase

movel pura (Guiochon et al., 2006).

Este método é dado pelo bombeamento na coluna de um largo degrau de
concentragdo. Depois de alcangado o equilibrio, € quando um platd estiver sendo eluido
da coluna por um periodo de tempo suficientemente longo, a fase moével pura €
novamente bombeada na coluna. Um perfil difuso ¢ obtido e a isoterma pode ser

derivada a partir deste perfil (Seidel-Morgenstern, 2004).

2.7.3 Eluicdo por pontos caracteristicos

Neste método a isoterma ¢ derivada da parte traseira de um perfil de eluicdo de
sobrecarga obtido pela injecdo de uma amostra grande. Este método ¢é bastante
semelhante ao de andlise frontal por pontos caracteristicos. Aqui, a isoterma ¢é
determinada pela parte traseira de um perfil de eluicdo de sobrecarga, enquanto no

anterior a isoterma ¢ obtida pela parte traseira de uma banda retangular larga ou de um
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perfil obtido na retirada do platd de concentragdo da coluna. Ambos os métodos sdo
baseados na demonstragdo de que a velocidade pode ser associada com a concentragéo,

e de que essa velocidade depende tdo somente da concentracdo ao longo da isoterma

(Guiochon et al., 2006).

A principal desvantagem deste método € que a quantidade adsorvida ¢ calculada
por uma equagdo derivada do Modelo Ideal, assumindo assim que a eficiéncia da coluna
¢ infinita. Por isso, este método deveria ser utilizado somente para colunas altamente
eficientes, onde a contribui¢do do alargamento das bandas pode ser negligenciada. Além
disso, os pontos experimentais proximos ao topo do perfil e os distribuidos ao longo da
cauda, proximos a linha de base, sdo mais afetados por esta consideracdo do que os
intermediarios. Assim, podem-se produzir erros sistematicos devido a dados imprecisos
utilizados na determinag@o de pontos em altas concentra¢des na isoterma (Guiochon et

al., 2006; Schmidt-Traub, 2005).

2.7.4 Métodos de perturbagio

Uma exigéncia para aplicacdo bem sucedida do método da perturbagdo é que as
injecdes realizadas sejam pequenas o suficiente para manter a coluna em equilibrio. Se
este for o caso, os tempos de retencdo resultantes nas curvas resposta ndo irdo depender

do tipo da perturbagdo (Seidel-Morgenstern, 2004).

O principio do método da perturbagdo é baseado em uma saturacdo da coluna
passo a passo com diferentes solugdes de concentragdes conhecidas. Depois de alcangar
o equilibrio, pequenas amostras de diferentes concentragdes sdo injetadas e os tempos

de retengdo correspondentes sdo medidos (Heuer et al., 1998).

No tempo zero uma amostra analitica é injetada em uma coluna ndo carregada
previamente. Em seguida a coluna ¢ saturada com diferentes concentracdes e pequenas
amostras do eluente puro sdo injetadas de modo a perturbar o estado de equilibrio

(Heuer et al., 1998).

Os tempos de reteng¢do obtidos experimentalmente representam uma derivada
total local das isotermas de adsorc¢do, dqgi/dci. A partir da coleta de uma quantidade
suficiente dessas derivadas, gj(c) pode ser determinada por integracdo (Guiochon et al.,

2006).
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2.7.5 Método do tempo de retencdo

Se a isoterma for do tipo Langmuir, a solucdo analitica do modelo ideal pode ser
invertida e utilizada para obter os parametros da isoterma (Golshan-Shirazi &
Guiochon, 1989). Uma inje¢do de pequena quantidade de amostra da o tempo de
retengdo sob condigdes lineares, ou seja, proporcional a inclinagdo inicial da isoterma.
Para uma isoterma de Langmuir, o perfil da banda de eluicdo apresenta uma frente
muito inclinada, a qual o tempo de retencdo ¢ uma fung¢do somente do fator de
carregamento, isto €, a razao entre o tamanho da amostra e a capacidade de saturacdo da
coluna. O tempo de reten¢do de uma amostra grande permite a determinagdo do fator de
carregamento correspondente, e assim, da capacidade de saturacdo (Guiochon et al.,

2006).

Este método ¢ bastante conveniente para determinagdes rapidas de isotermas.
Pode ser desenvolvido com pequenas quantidades do material estudado, sendo assim
indicado para produtos de alto custo. Diferentemente de métodos bastante utilizados,
como, por exemplo, o de eluicdo por pontos caracteristicos, este método ndo necessita
de calibragdo do detector, ja que somente os tempos de retencdo sdo medidos (Guiochon

et al.,20006).

2.7.6 Método Inverso

O método inverso de determina¢do de isotermas estima os parametros da
isoterma a partir dos passos descritos a seguir. Primeiro, um modelo de isoterma é
escolhido e estimativas iniciais sd@o determinadas para os parametros desta isoterma.
Essas estimativas iniciais podem ser ajudadas pelo resultado de injecdes analiticas,
porém pode-se utilizar outros métodos para essas estimativas iniciais como, por

exemplo, o método do tempo de retencdo (Fellinger ef al., 2003; Xu et al., 2013).

Em seguida, perfis cromatograficos de sobrecarga sdo calculados com um
modelo apropriado de cromatografia ndo linear. Os perfis cromatograficos medidos e

calculados s3o comparados por meio de uma fungdo objetivo. Finalmente, os
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parametros da isoterma sdo modificados para minimizar essa fungéo objetivo utilizando

uma rotina de otimizag@o (Guiochon ef al., 2006; Fellinger et al., 2003).

2.8 Modelagem matemditica de colunas cromatogrdficas

Modelar uma coluna cromatografica significa associar equa¢des matematicas a
cada fenomeno envolvido no processo. O comportamento de um sistema cromatografico

¢ governado por trés fendmenos basicos (Schulte & Epping, 2005):

(1) a termodindmica de adsor¢do, descrita pelas isotermas de equilibrio de
adsorcdo, que descrevem a concentragdo do soluto na fase estaciondria e na fase mdvel
quando o equilibrio é atingido, a uma dada temperatura. A capacidade de saturagdo de

cada enantiomero para a FEQ utilizada pode ser obtida pela isoterma de adsorcéo;

(2) a hidrodinamica da coluna, que descreve as propriedades do escoamento

através do meio poroso;

(3) a transferéncia de massa, que seus diferentes mecanismos podem contribuir
para o alargamento dos picos cromatograficos, o que resultam em uma menor eficiéncia

de separag@o.

A utilizagdo de modelos apropriados na descri¢do de processos adsortivos
possibilita a aplicagdo de uma determinada tecnologia em escala industrial a partir de
uma escala laboratorial. Esses modelos facilitam a andlise e o entendimento de dados
experimentais, predizem respostas associadas a mudancas em condi¢des operacionais e

permitem sua otimizagdo (Wang et al., 2008).

Sendo assim, varios modelos vém sendo discutidos na literatura (Guiochon,
2002; Felinger et al., 2003; Javeed ef al., 2013), € o caso do modelo geral, modelo do
transporte dispersivo, modelo do equilibrio dispersivo e o modelo ideal. Esses modelos
matematicos representam os processos cromatograficos por meio de balangos de massa

e o nimero de pardmetros exigidos aumenta de acordo com a complexidade do mesmo.

2.8.1 Modelo Geral
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O modelo geral considera simultaneamente todas as possiveis contribuicdes da
cinética de transferéncia de massa que estdo envolvidas na cromatografia. Isso é feito
pela contribui¢do desses parametros no sistema de equacdes diferenciais parciais que
descrevem a conservagdo e o transporte de massa (Guiochon ef al., 2002). Para escrever

as equagdes matematicas deste modelo assume-se que:

e Processo em leito fixo € isotérmico;

e Velocidade da fase movel é constante;

e O leito € empacotado com particulas de adsorventes porosas, esféricas e de
tamanhos uniformes;

e O gradiente de concentragdo na diregdo radial do leito é desprezivel;

e Existe um equilibrio local para cada componente entre a supeficie porosa e a
estagnada nos microporos;

e O coeficiente de dispersdo axial ¢ constante;

e A difusdo no interior das particulas € representada pela difusdo nos poros;

e O parametro de transferéncia de massa no filme (externo a particula) descreve a

transferéncia de massa da fase fluida para os poros.

O Modelo Geral considera separadamente a transferéncia de massa interna e
externa particula, devido a isso sdo necessarios dois balancos de massa: um para a fase
movel que flui entre as particulas de adsorvente e um para a fase estacionaria (Guiochon

et al.,20006).
O balang¢o na fase mdvel é dado pela Equagdo 2.8.

, Ji_.p %G
9 T4, — iy,

L (1- e)kg i ja, (Ci,j - Cp'i'jlrsz) (2:8)

em que C e C, sdo as concentragdes do componente i na fase fluida e na fase fluida
estagnada nos poros das particulas na coluna j, ¢ a porosidade do leito, D; corresponde
ao coeficiente de dispersdo axial, u ¢ a velocidade superficial da fase moével, kr € o
coeficiente de transferéncia de massa externo; a, ¢ a area da superficie externa das
particulas adsorventes; r ¢ a coordenada radial e R, € o raio da particula; z e ¢ sdo as

coordenadas espaciais e de tempo, respectivamente.

J4 o balango na fase solida € dado pela Equacdo 2.9.
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aC,; ; aq; 10 (.,0C,;,
p.L] _ _L — - 2 p.LJ

& ot +(1-¢p) 3t D, a5 <r e ) (2.9

em que ¢, € a porosidade das particulas; g € a concentragdo do componente 7 na fase

sélida e D, € o coeficiente de difusdo no poro.

2.8.2 Modelo do transporte dispersivo

O modelo do transporte dispersivo consiste em uma equagado diferencial parcial
para a fase liquida acoplada a uma equagdo diferencial ordindria que descreve a
transferéncia de massa na particula, usando o conceito de forga motriz linear no solido.
Esse modelo € utilizado nos casos em que a transferéncia de massa ndo pode ser
negligenciada e todos os mecanismos de transferéncia de massa no interior das
particulas s@o agrupados no coeficiente global &, (Guiochon et al., 2006). Os balangos

na fase mével e na fase sélida sdo dados pelas Equagdes 2.10 e 2.11, respectivamente.

aCi,j+(1—£)6qi,j+u8Ci,j azCi,j

at e ot 3z P (2.10)
aqi,j _ N
7 - km (qi,j - qi‘j) (211)

em que ¢* ¢ a quantidade adsorvida do componente i na coluna j em equilibrio com a
concentragdo C na fase movel, que ¢ fornecida pela equacdo da isoterma de equilibrio) e

q ¢ a concentragdo média nas particulas.

2.8.3 Modelo do equilibrio dispersivo

O modelo do equilibrio dispersivo assume que a transferéncia de massa ao longo
da coluna € infinitamente rapida, mas leva em consideracdo a dispersdo axial. Por
assumir que a transferéncia ocorre de forma instantdnea e que as resisténcias a
transferéncia de massa podem ser representadas em um unico coeficiente de dispersdo
aparente (D,,), ndo ¢ indicado em sistemas nos quais a eficiéncia da coluna ¢ baixa

(Guiochon, 2002). As Equagdes 2.12 e 2.13 descrevem este modelo.

acC; ; 1—¢)0q;; aC; ; 0%C; ;
l,]+( ) qL,]+u W _p i,j

ot € ot 0z ap 972 (212)
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Lu

Dap = m (213)

2.8.4 Modelo Ideal

O modelo ideal considera que a coluna tem uma eficiéncia infinita, isto é, a taxa
de transferéncia de massa entre a fase estaciondria e a fase movel ¢ alta e ndo ha efeitos
de dispersdo axial. Sendo assim o perfil cromatografico resultante depende somente das
caracteristicas do equilibrio termodindmico. Esse modelo tem a vantagem da
simplicidade e de predizer os melhores resultados possiveis. Todos os outros modelos
sd30 ndo ideais e utilizam diferentes maneiras de consideracdo da efici€ncia finita da
coluna (Guiochon, 2002). O balango de massa ¢ dado pela Equagéo 2.14.

aCi (1 —5) aqL GCL _

T vy Pl (2.14)
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3. Materiais e Métodos
3.1 Materiais
3.1.1 Praziquantel

Para realizacdo deste trabalho foi utilizada mistura racémica do farmaco
Praziquantel, gentilmente fornecida pelo Laboratério de Sistemas Farmacéuticos

Avangados da Fundagdo Oswaldo Cruz (LaSiFA/FIOCRUZ) (Rio de Janeiro, RJ) .

3.1.2 A coluna quiral

A coluna cromatografica utilizada € constituida da fase estacionaria quiral (FEQ)
celulose tris(3-cloro-4- metilfenilcarbamato) (Figura 3.1), comercialmente conhecida
como Lux Celulose-2 (Phenomenex, USA), tendo 250 mm de comprimento e 4,6 mm
de didmetro interno. A FEQ empregada neste estudo tem tamanho de particula de 5 pm

de didmetro e 100 nm de diametro médio de poro, segundo informagdes do fabricante.

Cl
OCONHO—Me
0
Cl °. Cl
Me@HNOCO OCONH—@Me
Figura 3.1 — Estrutura quimica da FEQ utilizada — celulose tris(3-cloro-4-

metilfenilcarbamato).

3.1.3 Aparelhagem Experimental

Todos os experimentos cromatograficos foram realizados em um sistema de
CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) equipado com duas bombas Shimadzu
modelo LC — 20AT, equipado com controle de temperatura (temperatura de trabalho
igual a 25°C), detector UV/Vis Shimadzu modelo SPD — 20AV e sistema de aquisi¢do
de dados computadorizado (software LC Solution). A Figura 3.2 apresenta o sistema de

CLAE utilizado na realizagdo dos experimentos.
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Sistema de
aquisicio de
dados
o
Bomba
I
Coluna
T
Solvente Detector Descarte

Figura 3.2 - Diagrama esquematico do sistema de CLAE utilizado na realiza¢do dos
experimentos.

Todos os experimentos realizados utilizaram etanol (grau CLAE) como fase
moével, adquirido da J. T. Baker (USA), seguindo experimentos preliminares de

Hoftmeister et al. (2010).

3.2 Métodos
3.2.1 Experimentos com solugées diluidas

Foram preparadas solu¢des da mistura racémica de PZQ em etanol anidro na
concentragdo de 1g/L. Experimentos baseados na resposta da coluna Lux celulose-2 a
pulsos da solugdo de PZQ foram realizados variando-se as vazdes da fase mével (0,5, 1
e 2 mL/min) e o volume de solu¢do injetado (20, 60 e 100uL). As inje¢des foram
realizadas ap6s um intervalo de tempo necessario para a estabilizagdo do sistema
cromatografico com a fase moével em modo isocratico. Em todos os experimentos a
temperatura foi mantida constante a 25°C e as respostas aos pulsos foram monitoradas
pelo detector UV em um comprimento de onda de 210 nm, ja que este foi previamente

escolhido para a seaparagdo proposta no trabalho de Hoffmeister ez al. (2010).
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Tanto a solugdo de PZQ quanto a fase mdvel foram filtradas em sistema de
filtragdo Millipore (membranas 0,45 um) e desgaseificadas em banho ultrassonico antes

de sua utilizagdo no sistema de CLAE.

3.2.1.1 Obtencdo da porosidade total

Para determinacdo da porosidade total, pequenos pulsos cromatograficos (10uL
e 20uL) de 1,0 g/LL de tri-terc-butilbenzeno (TTBB) foram injetados a 0,5mL/min e a
temperatura de 25°C. Nesses experimentos a fase mdvel utilizada também foi etanol e a
solucdo de TTBB foi preparada com metanol. As respostas foram monitoradas pelo

detector UV no qual foi fixado o comprimento de onda em 240 nm.

A partir do ensaio cromatografico com inje¢do de solucdo de TTBB obteve-se o
tempo de substancia ndo retida e pela Equagdo 3.1 foi possivel obter a porosidade total.

_tQ

E—VC

(3.1)

em que ¢ ¢ a porosidade total, 7y é o tempo de passagem da substancia ndo retida em

minutos, O é a vazdo em mL/min e V¢ € o volume da coluna cromatografica em mL.

3.2.1.2 Obtencdo dos pardmetros analiticos de separacio

Para a obtenc¢do do numero de pratos teoricos foi utilizada a Equagao 2.1 deste
trabalho e foi levada em consideragdo somente a menor concentragdo estudada, 1g/L, no
menor volume de injegdo, 20uL. Isso porque faz sentido falar em numero de pratos no
caso de separacdes analiticas, onde pequenas quantidades de soluto sdo injetadas na
coluna, sendo assim, a condi¢do que mais se aproxima de uma dilui¢do infinita seria a

de menor quantidade de soluto na coluna.

Ainda a partir dos experimentos com solu¢des diluidas foram determinados o
fator de retencdo, a seletividade e a resolu¢do cromatografica, cujas equacdes foram

descritas no Capitulo 2.
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3.2.1.3 Identificacdo dos tempos de retencdo

A identificacdo dos tempos de retencdo foi feita pelo primeiro momento

absoluto, L, expresso pela Equacdo 3.2 (Ruthven, 1984; Schmidt-Traub,2005).

~ J, te(®dt

J, et (3-2)

U

O célculo do primeiro momento absoluto foi feito a partir da integragdo

numérica dos picos cromatograficos.

3.2.2 Experimentos com solugées concentradas

Para os experimentos com solu¢des concentradas foram preparadas solucdes da
mistura racémica de PZQ em etanol anidro nas concentracdes de 5, 10, 15 e 20 g/L. para
avaliar comportamento de sobrecarga de concentragdo e 40g/L. para avaliar até que

volume de injegdo ocorreria separagdo por linha de base.

Novamente, tanto as solugdes de PZQ quanto a fase mével foram filtradas em
sistema de filtragdo Millipore (membranas 0,45 pum) e desgaseificadas em banho

ultrassonico antes de sua utilizag¢do no sistema de CLAE.

A Tabela 3.1 apresenta um resumo das condi¢des experimentais realizadas e a

quantidade de praziquantel racémico injetada em cada situagdo.

Experimentos de sobrecarga foram realizados com o intuito de avaliar o
comportamento dos perfis em condi¢des ndo-lineares. Com objetivo de avaliar os perfis
cromatograficos nas diferentes concentragdes estudadas (5, 10, 15 e 20g/L), foram
introduzidos na coluna pulsos cromatograficos a diferentes volumes de injecdo (20, 60 e
100uL) e diferentes vazdes da fase movel (0,5, 1 e 2mL/min). Neste passo foram feitas

tré€s réplicas no ponto central (10g/L, ImL/min e 60uL).

Com intuito de avaliar até onde ocorreria separacdo por linha de base foi
realizado um conjunto de experimentos, com amostras de 40 g/L. da solugdo da mistura
racémica de PZQ sendo injetadas na coluna variando-se o volume de inje¢do (100, 140,

180 e 250 pl) e com vazdo mantida de 1 mL/min. Em todos os experimentos
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cromatograficos o comprimento de onda foi de 210 nm e a temperatura constante a

25°C.

Tabela 3.1 - Matriz das condi¢des experimentais nas quais os experimentos foram

realizadas e quantidade de PZQ injetado em cada uma delas.

Solucoes diluidas

1g/L
0, 5 mL/min 1 mL/min 2 mL/min
20 ul. | 60 uL | 100 uL| 20 pL 60 ul. [ 100 uL | 20 ul | 60 uL. | 100 uL
0,02 mg | 0,06 mg| 0,1 mg| 0,02mg | 0,06 mg | 0,1 mg | 0,02 mg | 0,06 mg| 0,1 mg
Solucbes concentradas
5 g/LL
0, 5 mL/min 1 mL/min 2 mL/min
20 ul | 60 uL | 100 pL | 20 pL 60 ul. [ 100 uL| 20 uL | 60 ul. | 100 pL
0,0mg | 0.3mg | 0.5mg | 0.1 mg 03mg |0.5mg| 0.l mg | 0.3mg | 0,5mg
10 g/L
0, 5 mL/min 1 mL/min 2 mL/min
20 ul | 60 uLL | 100 pL | 20 pL 60 uL.  [100 ul.| 20 ul. | 60 ul. | 100 uL
02mg | 0,6mg | Img | 0,2mg 0,6 mg Img | 02mg | 0,6mg | 1 mg
15 g/LL
0, 5 mL/min 1 mL/min 2 mL/min
20 ul | 60 uL | 100 pL | 20 pL 60 uL.  [100 uL.| 20 ul. | 60 ul. | 100 uL
0,3mg | 0.9mg | 1.,5mg | 0,3 mg 09mg |1,5mg| 0.3mg | 0.9 mg | 1,5mg
20 g/L
0, 5 mL/min 1 mL/min 2 mL/min
20 ul | 60 uLL | 100 pL | 20 uL. | 60 uLL | 100 uL | 20 ul. | 60 pL 100 uL
04mg | 1.2mg | 2mg | 04mg |1,2mg| 2mg | 0,4 mg |1,2 mg 2 mg
40 g/L
1 mL/min
100 uL 140 uL 180 uLL 250 uL
4 mg 5,6 mg 7,2 mg 10 mg

3.2.3 Obtencdo dos parametros da isoterma de Langmuir competitivo

A obtencdo dos parametros da isoterma de adsorc¢do foi através de procedimento

descrito pelo caso de eluicdo de um pulso de inje¢do retangular em Guiochon (2006), o
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qual utiliza uma solug¢@o analitica do Modelo Ideal e isoterma de Langmuir competitiva

e posteriormente se faz uma minimizagdo dos parametros.

O método utilizado aqui caracteriza um método hibrido entre o método dos
tempos de retencdo e o método inverso. Visto que se utiliza uma solugdo analitica do
modelo ideal, o que caracteriza o método dos tempos de retengdo, porém utiliza-se
também um procedimento de regressdo, que caracteriza o método inverso. Vale
salientar que este procedimento ndo envolve o uso de uma solugdo numérica, que para

um sistema predominantemente convectivo ¢ muito custosa computacionalmente.

A partir das equagdes mostradas abaixo se chegou a valores calculados de
tempos de retengdo de frente de massa, tempos estes que sdo dependentes dos
parametros da isoterma, os quais foram obtidos por meio de minimizagdo de uma

funcdo objetivo no ®Excel, utilizando as Equagdes 3.3 a 3.11.

O tempo de retencdo da frente de massa do componente / foi obtido pela

Equagdo 3.3:

Fa,
l (3.3)

tr1=to |1+ ——=
R1 0[ 1+ b,CA

em que 7z; € o tempo de retencdo da frente de massa do componente /, 7y é o tempo
morto, F' ¢ a razio das fases dada por (1-€)/e, a; e b; sdo parametros da isoterma de
Langmuir competitivo ¢ C;* ¢ a concentra¢io do primeiro componente na frente de

massa.
CA =C0 —1yCY0 (3.4)

em que C,% e ¢, sdo as concentragdes iniciais dos componentes / e 2, respectivamente
e 7, € a raiz negativa de uma equacdo obtida a partir da relagdo entre as concentracdes
C; e C,, a qual define quais pares de concentracdo podem coexistir em uma separagao.

A dedugdo da Equacdo 3.5 estd em Guichon (2006) e foi mostrada no Apéndice.

a'b;Cr? — (@' — 1+ a'b;CY — b,CHr — b, =0 (3.5)
b,C?
ry=—— (3.6)
ab,Cyry

em que o’ ¢ o fator de separagdo, dado pela razdo entre os coeficientes a, e a; da
isoterma de Langmuir competitivo e »; € a raiz positiva da equagdo mencionada

anteriormente obtida pela Equacdo 3.7.
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a—1+ab,C) —bCY ++/(a —1+ ab,C0 — b,C9)2 + 4ab,b,COCY 3.7)
= .
! 2ab, CY
O tempo de reten¢do da frente de massa do componente 2 pode ser obtido pela
Equagdo 3.8.
2
@2:%+¢J1+F@y@—qﬂy)] (3.8)

em que 7z > ¢ o tempo de retencdo da frente de massa do componente 2, £, ¢ a duragdo de
um pulso de injegdo retangular (Equagao 3.9), vy € uma variavel auxiliar (Equagéo 3.10)

e L ’yé um fator que caracteriza a sobrecarga da coluna (Equagao 3.11).

Vinj
t, = 7 (3.9

em que V;, ¢ o volume de solugdo injetado e Q € a vazdo da fase movel.

abir, + b,
11T 3.10
V=" + b, (3.10)
byCO + bycg + T TV,
Ly =t, (3.11)

0
tr2 ~ o

em que 1’5 > é o tempo de retencdo de frente de massa de uma concentragio igual a zero

do primeiro componente, dado pela Equagéo 3.12.
tg‘z = to(l + Faz) (312)

Para se obter valores de tz; e fz,, foram feitas estimativas iniciais para os
parametros a;, a,, b; e b, da isoterma de Langmuir competitiva e se chegou aos valores
finais a partir da minimizag¢do de uma fungdo objetivo pelo método de otimizacdo GRG

— gradiente reduzido generalizado, que é dada pela Equagdo 3.13.

2
F.0.= (tR,l exp ~ tR,l calc)2 + (tR,Z exp ~ tR,Z calc) (3-13)

A funcdo objetivo foi baseada nos tempos de retengdo de frente de massa
calculados e nos obtidos experimentalmente. Aqui foram levados em considerag@o os
experimentos com as solu¢des de PZQ de 5, 10, 15 e 20 g/L, com vazdes da fase mdvel
de 0,5, 1 ¢ 2 mL/min e volumes de inje¢do de 20, 60 e 100 uL, totalizando 36

experimentos.
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3.2.4 Simulacdo utilizando o Modelo do equilibrio dispersivo

Efeitos de transferéncia de massa e de dispersdo axial sdo em geral pouco
importantes em cromatografia preparativa de alta eficiéncia, e algumas vezes pode-se
negligencia-los completamente (Seidel-Morgenstern, 2004). Por esta razdo, aliado a
vantagem de ser um modelo simples, escolheu-se fazer a simulagdo baseada neste

modelo.

O modelo do equilibrio dispersivo assume que todas as contribui¢gdes do néo
equilibrio podem ser agrupadas em um termo de dispersdo aparente. Assume também
que os coeficientes de dispersdo aparente dos solutos permanecem constantes,

independente da concentragdo dos compostos na amostra (Guiochon, 2002).

Este modelo ¢ correto somente se a transferéncia de massa na coluna
cromatografica for controlada pela difusdo molecular através da fase mével que flui
pelas particulas empacotadas e se a transferéncia dos compostos injetados entre as fases
estacionaria e movel ocorra instantaneamente. Normalmente, o que se faz ¢ uma
aproximacdo, que pode ser considerada excelente devido as altas eficiéncias alcangadas

nas colunas cromatograficas modernas.

Na Equagdo 3.14 estd mostrado o balanco de massa para ambos os

componentes.
aCl' (1 —8) aql aCl 62Ci
St T 9 T¥az " Pawigz (3.14)

em que C; é a concentragdo do componente i na fase movel, g; € a concentracdo do
componente i na fase estaciondria, € ¢ a porosidade total, D,,; ¢ o coeficiente de
dispersdo aparente dado pela Equacdo 3.15, u ¢ a velocidade intersticial e 7 e z sdo as

coordenadas temporal e espacial, respectivamente.

Lu
Dopi = 5— (3.15)

2N, ;

em que L ¢ o comprimento da coluna cromatografica e N, ;€ o nimero de pratos.

A concentragdo do componente i na fase estacionaria, ¢;, ¢ descrita pela equagdo

da isoterma de Langmuir competitiva neste caso, a qual € mostrada na Equagéo 3.16.

_ a;C;
14 byCy + byC,

qi (3.16)
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em que a;, b; e b, sdo os coeficientes da isoterma de Langmuir para o componente i = 1,
2.

A condicdo inicial (Equacdo 3.17) e de contorno (Equagdes 3.18, 3.19 e 3.20)

para solugdo da Equacdo 3.18 sdo mostradas abaixo.

Ci(t=0,0<z<L)=0 (3.17)
Condic¢ao limite na entrada da coluna ( > 0 e z = 0):

C(t<t,z=0)=C (3.18)

C(t>t,z=0)=0 (3.19)
Ja a condi¢@o limite para a saida da coluna ( > 0 e z = L):

aC;
0z

=0 (3.20)
z=L
em que C,” é a concentragdo inicial do componente / e I, ¢ a dura¢do de um pulso de

injecdo retangular.

Apos obtengdo dos parametros da isoterma, o préximo passo foi a simulagdo dos
casos estudados a partir da solugdo da equagdo 3.14 implementada no software
®Compaq Visual Fortran 6.6, este programa foi desenvolvido na linguagem Fortran por
Amaro Gomes Barreto Junior. A solugdo deste sistema foi baseada no método das
linhas, no qual a coordenada axial foi discretizada por aproximagdes parabdlicas em
elementos finitos. Esta etapa do trabalho foi realizada de maneira a testar uma

ferramenta de predi¢do do comportamento da coluna.

A implementa¢do do programa teve como constantes a porosidade total, o
diametro, a area da se¢@o, o volume e o comprimento da coluna cromatografica. Os
parametros de entrada foram os pardmetros da isoterma, os nimeros de pratos para os
componentes 1 e 2 e as condigdes de operagdo: o volume injetado, a vazdo da fase
moével e a concentragdo de alimentagdo, que foram colocados no arquivo de entrada

entradar.dat.
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O programa soluciona o sistema de equagdes parciais, utilizando para isto a
isoterma de Langmuir competitiva. As equacdes foram discretizadas na variavel axial, z,
e integradas na variavel tempo, t. As equagdes algébrico-diferenciais resultantes foram
integradas empregando o método Backward Differentiation Formulae (BDF), a partir da

utilizagdo do pacote computacional Dassl.

Os dados de saida sdo apresentados no arquivo interm.dat, que contém sete
colunas: tempo, concentracdo dos componentes / ¢ 2 na saida da coluna, a soma das
concentragdes de ambos os componentes, as areas dos picos cromatograficos dos

componentes / e 2 em um dado instante e a soma das areas de ambos os componentes.
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4. Resultados e Discussdo
4.1 Determinagdo da porosidade total

A partir da inje¢do do composto TTBB foi obtido um tempo de reten¢do do
componente inerte igual a 6,8 min para a vazdo de 1 mL/min. Este tempo de retencdo ¢é
curto quando comparado aos obtidos para a mesma vazdo da fase mdvel (1mL/min),
isso ¢ devido ao composto ser inerte e por isso ndo ocorre interagdo com a coluna.
Assim, utilizando a Equacdo 3.1 obteve-se uma porosidade total de € = 0,68

(Cromatogramas para o TTBB estdo nas Figuras A e B dos anexos).

4.2 Anadlise dos perfis de eluicdo da solugdo diluida de PZQ

As Figuras 4.1 a 4.6 mostram os perfis de eluicdo do praziquantel racémico a
diferentes volumes de inje¢do e vazdes da fase mdvel, todos a temperatura de 25°C e
fase movel etanol anidro. Em todas essas figuras pode-se perceber uma completa
separacdo dos enantiomeros do praziquantel ocorrendo até a linha de base. Acredita-se
que essa separagdo ocorra devido a interagdes estéricas que ocorrem entre 0s
enantiomeros ¢ a FEQ resultando em mecanismos de retengdo que promovem sua

separagdo (Schmidt-Traub, 2005).

Analisando primeiramente as Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, onde foram comparados os
perfis cromatograficos a uma mesma vazdo e com variacdo do volume de injecéo,
percebe-se que conforme se aumenta o volume de injecdo ocorre um decréscimo do
tempo de retencdo e um alargamento dos picos. Este comportamento era o esperado,
visto que com o aumento do volume de inje¢do para uma determinada concentragdo,
maior a quantidade de soluto injetada na coluna, fazendo com que mais moléculas de
soluto disputem por um sitio de adsor¢do disponivel, reduzindo assim o tempo de

retenc¢3o.

Percebe-se ainda que em todas as Figuras mostradas aparece um primeiro pico
que ndo corresponde a nenhum dos enantidmeros do PZQ. Acredita-se que este pico
seja resultado de impurezas presentes no material, visto que no ensaio realizado com a

substancia inerte, TTBB, ndo ocorre a presenca deste pico.
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Figura 4.1 — Compara¢do dos perfis cromatograficos da solugdo de PZQ.

Concentragdo: 1 g/L; vazdo da fase mével: 0,5 mL/min; volume de inje¢éo: 20, 60 e 100

uL; fase movel: etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Figura 4.2 - Comparagdo dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
1 g/L; vazdo da fase mdvel: 1 mL/min; volume de inje¢do: 20, 60 e 100 uL; fase movel:

etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.



39
Capitulo 4 — Resultados e Discussdo Farias, B. V.

©w
o

—20uL
—60uL

(m ——— 100uL

N
(]
1

N
o
1

Intensidade (V)
° @
————

o
(&)
1

_

4 6 8 10
Tempo (min)

o
[=)

o
[\

Figura 4.3 - Comparagdo dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
1 g/L; vazdo da fase mdvel: 2 mL/min; volume de inje¢do: 20, 60 e 100 uL; fase movel:

etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.

Nas Figuras 4.4, 4.5 e 4.6 esta sendo avaliada a influéncia da vazdo da fase
movel nos perfis cromatograficos para um mesmo volume de inje¢do. Percebe-se que
com o aumento da vazdo ocorre uma aproximagdo entre os picos, porém a separagio

continua acontecendo até a linha de base.

Com o aumento da vazdo da fase mdvel o tempo de contato entre as fases mdvel
e estaciondria diminuem, fazendo com que o tempo de contato entre o soluto e a fase

estaciondria seja menor, por isso a aproximacao entre os picos.
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Figura 4.4 - Comparagao dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
1 g/L; vazdo da fase movel: 0,5, 1 e 2 mL/min; volume de inje¢do: 20 uL; fase movel:

etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Figura 4.5 - Comparagio dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragao:
1 g/L; vazdo da fase movel: 0,5, 1 e 2 mL/min; volume de inje¢do: 60 uL; fase movel:

etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Figura 4.6 - Comparagdo dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
1 g/L; vazdo da fase movel: 0,5, 1 e 2 mL/min; volume de inje¢do: 100 pL; fase movel:

etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.

4.3 Andlise dos parametros analiticos de separagdo

Na Tabela 4.1 sdo mostrados os parametros analiticos de separagdo do
praziquantel na coluna Lux celulose-2 nas diferentes vazdes estudadas e para o menor
volume de inje¢do estudado (20 puL), j& que nesta fase queremos avaliar a eficiéncia da

coluna para a separag@o.

Pode-se perceber que o nimero de pratos tedricos diminui com o aumento da
vazdo da fase mével. Quanto mais largo for o pico e menor os tempos de retengdo,
menor serd a eficiéncia de separacdo, resultando assim em um menor nimero de pratos.
Porém, em todos os casos o numero de pratos tedricos indica uma boa eficiéncia da

coluna para a separag@o proposta.

Os valores de fator de reten¢do foram maiores que um para ambos os
enantiomeros sob as condigdes estudadas e a seletividade obtida em torno de 1,87 pela

Equacéo 2.3, revelando uma boa separagdo.
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Emerick et al. (2012) estudaram a separagdo de metamidophos, um pesticida
quiral, em uma coluna Chiralcel OD® constituida de FEQ celulose
tris(3,5)dimetilfenilcarbamato, utilizando vazdo de 3 mL/min e 50 puL de volume de
injecdo e obteve fator de retencdo na ordem de 3 e seletividades na ordem de 1,
indicando que para o composto quiral estudado a FEQ nao foi satisfatoria para a

separacao.

Chen et al. (2003) estudaram a separacdo de varios compostos, entre eles o
praziquantel, em colunas com FEQ constituida de celulose tris-fenilcarbamato e
celulose tris(4-metilbenzoato), utilizando como fase movel uma mistura de hexano,
etanol e acido formico a uma vazdo de 0,6 mL/min e obteve fatores de retengdo e
seletividade na ordem de 7,40 e 1,22 para a FEQ de celulose tris-fenilcarbamato e 1,19 e

1,08 para a FEQ celulose tris(4-metilbenzoato).

Zhang et al. (2010) alcangou fator de seletividade da ordem de 2,5, usando um
seletor quiral derivado de celulose imobilizado em silica (Chiralpak IC®) e 4gua e
acetonitrila (20:80) como fase moével para separacdo dos enantidmeros do PZQ.
Entretanto, o uso de solventes tdxicos na separa¢do do principio ativo é desaconselhada

para aplicagdo farmacéutica.

J& para os valores de resolugdo percebemos o mesmo comportamento do nimero
de pratos, ela diminui com o aumento da vazdo, isso se deve ao fato de que vazdes
maiores da fase movel acarretam em um tempo de residéncia menor na coluna, visto
isso, as moléculas dos enantidmeros t€ém menos tempo para interagir com a FEQ da
coluna. Segundo Schmidt-Traub (2005), um valor de resolucdo de 1,5 corresponde a
uma separacdo por linha de base na situag@o limite, onde as bandas se tocam. Sendo

assim os valores obtidos sdo satisfatorios e representam uma boa separacio.

No caso estudado prefere-se utilizar vazdes maiores no limite de separagdo por
linha de base, visto que a utilizagdo de vazdes menores implicaria em menor quantidade
do enantiomero de interesse obtida por fragdo de tempo, apesar de maior a eficiéncia de
separagdo que seria obtida. Como o objetivo principal do estudo ¢ a ampliagdo de escala
do farmaco estudado, o maior interesse ¢ na quantidade obtida na separacdo e ndo

somente na qualidade.
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Tabela 4.1 - Parametros analiticos de separacdo do praziquantel na coluna Lux-2 a

diferentes vazdes.

QmL/min) N, Np ki ks a Rs
0.5 649 | 628 | 252 [479 [ 190 | 4,10

1 498 | 475 | 2,50 | 471 | 1,88 | 3,51

2 440 | 422 | 240 | 442 | 184 | 3,11

4.4 Andlise dos perfis de sobrecarga

As Figuras 4.7, 4.8 e 4.9 mostram os perfis de elui¢do obtidos nas diferentes
concentragdes para a vazao da fase mével de 1 mL/min e os volumes de injecdo de 20,
60 e 100 pL, respectivamente. Nessas figuras nota-se que com o aumento da
concentragdo ocorre uma diminui¢do nos tempos de retencdo e um pequeno

alargamento dos picos.

Para os casos aqui apresentados, a diminuicdo dos tempos de retencdo e o
alargamento dos picos, que ja ndo sdo tdo acentuados quanto em condi¢des diluidas, sdo
um reflexo da ndo-linearidade do sistema sob as condi¢des mostradas, que s&o
relacionadas a saturagdo e/ou heterogeneidade da superficie ou as intera¢des adsorbato-

adsorbato na fase liquida e/ou préximo a superficie do adsorvente (James et al., 1999).

A partir da observagdo das Figuras 4.7 a 4.9, pode-se ainda dizer que tanto a
diminui¢do do tempo de retengdo quanto o alargamento dos picos sdo mais evidentes na

Figura 4.9, onde houve o maior volume de inje¢do (100uL).

Esses resultados mostram sobrecarga de concentragdo, que ¢ caracterizada por
perda de resolugdo, aumento na assimetria, que causa efeito de cauda nos
cromatogramas, ¢ redugdo dos tempos de retencdo devido a um aumento da ndo-

linearidade do equilibrio de adsor¢do (Silva Jr. et al., 2009).

Nestes casos, apesar da assimetria, a separagdo continua ocorrendo até a linha de
base o que deve ser atribuido a elevada eficiéncia de separacdo da coluna quiral Lux

celulose-2.
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Figura 4.7 - Comparagdo dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
5,10, 15 e 20 g/L; vazdo da fase mdvel: 1 mL/min; volume de injecdo: 20 uL; fase

movel: etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Figura 4.8 - Comparagio dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
5, 10, 15 e 20 g/L; vazdo da fase mdvel: 1 mL/min; volume de injecdo: 60 uL; fase

movel: etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Figura 4.9 - Comparagio dos perfis cromatograficos da solucdo de PZQ. Concentragéo:
5, 10, 15 e 20 g/L; vazdo da fase mdvel: 1 mL/min; volume de injeg¢do: 100 uL; fase

movel: etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.

Na Figura 4.10 podemos observar os perfis obtidos no estudo de sobrecarga de
volume. Os perfis foram separados para cada concentragdo (5, 10, 15 e 20 g/L.) e cada
vazdo da fase movel (0,5, 1 e 2 mL/min) e foram avaliados a influéncia do aumento do

volume de injegdo, que para este caso foram 20, 60 e 100 pL.

Nota-se que para volumes crescentes de injecdo todos os perfis mostram
sobrecarga tanto de volume quanto de massa, revelando novamente decréscimo dos
tempos de retencdo, porém acompanhado de acentuada assimetria das frentes de massa
de ambos os enantidmeros. Este efeito ¢ frequentemente observado em sistemas de
adsor¢do descritos por isotermas ndo lineares que apresentam comportamento
assintotico quando a concentragdo de equilibrio no fluido tende a infinito, como a
isoterma de Langmuir, que tera seus parametros avaliados no decorrer deste trabalho

(Farias et al., 2012).

Fazendo uma comparag@o entre ambos os enantidmeros percebe-se um maior
desvio da linearidade para o enantidmero mais retido, que apresenta maior alargamento

das bases e maior redu¢@o dos tempos de retencéo.
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Figura 4.10 - Perfis cromatograficos com sobrecarga de volume. Nas concentragdes de
5¢g/L (a, e ei), 10g/L (b, fej), 15g/L (c, g e k) e 20 g/L (d, h e 1) e nas vazdes de 0,5

mL/min (a, b, ¢ e d), ImL/min (e, f, g e h) e 2mL/min (i, j, k e 1). Fase mdvel: etanol;

temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Observa-se ainda que diferentemente do que foi visto nas Figuras 4.1, 4.2 e 4.3,
aqui a influéncia do niimero de pratos no formato das bandas cromatograficas néo ¢ tdo
importante. O formato e a posi¢do dos picos sdo determinados pela isoterma de
adsorcdo, que além de descrever a diminuicdo dos tempos de retencdo, descreve a

subida inclinada na frente do pico e uma descida dispersa (Seidel-Morgenstern, 2004).

Resultado semelhante ao aqui observado foi feito por Rosa (2005) ao estudar o
efeito do aumento do volume de inje¢do na separacdo dos enantidomeros do omeprazol

utilizando FEQ Kromasil CHI-TBB.

Os resultados obtidos usando 20 g/L. de amostra injetada (Figura 4.10 j, k e 1)
mostraram que mesmo nos maiores niveis de concentracdo e volume injetados a

separacdo pretendida foi obtida por linha de base para todas as vazdes praticadas.

4.5 Estimativa dos pardmetros da isoterma de Langmuir competitivo

A partir do procedimento descrito no item 3.2.3, utilizando um método que esta
entre 0 método dos tempos de retencdo e o método inverso, apés a minimizagdo da
funcdo objetivo, foram obtidos os parametros da isoterma de Langmuir competitivo que

estdo mostrados na Tabela 4.2 e a isoterma esta na Figura 4.11.

Tabela 4.2 - Parametros estimados da isoterma de Langmuir competitivo.

Parametros da isoterma de Langmuir Competitivo

ap a by b,

4,8924 6,7466  1,0000E-14 0,0389

E importante perceber que esta mistura dos dois métodos citados permitiu
aproveitar as vantagens de cada um deles e desprezar as desvantagens. Uma
desvantagem do MTR ¢é nfo poder avaliar o sistema bindrio, aspecto que pode ser
superado utilizando a minimizagdo. Além disso, o método inverso puro exigiria a
calibragdo do detector e um grande volume de experimentos, aspecto este que foi

superado pela utilizagdo do MTR. Assim, pode-se dizer que as modificagdes de cada
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método aqui utilizados permitiram a superacdo das dificuldades que seriam encontradas

caso se tivesse utilizado cada um deles individualmente.

120- Enantiomero menos retido (1)
] Enantiomero mais retido (2)
100+
~ 80- /
£ ] 7
S 60-
£
T 40
204 /
///
0+H— T . . . T . ; .
0 10 20 30 40 50
C (mg/mL)

Figura 4.11 — I[sotermas obtidas para os enantiomeros do praziquantel por um método
hibrido entre o método dos tempos de reten¢do e o método inverso. Temperatura: 25°C.

Solubilidade méaxima do soluto no solvente =~ 40 g/L.

4.5.1 Qualidade do ajuste obtido

Com intuito de testar a validade dos parametros estimados pelo método utilizado

foram feitas as andlises estatisticas a seguir.

Para o caso da estimag¢do de minimos quadrados, que foi a utilizada neste
trabalho, como pode ser visto pela equagdo da funcdo objetivo (Equacgdo 3.16), sabe-se
que a variancia final dos desvios de predicdo ¢ dada pela Equacdo 4.1 (Schwaab e Pinto,
2007).

F.O.

A2
6y = NE—NP (4.1)

Em que 65 ¢ a variancia de predi¢io do modelo, F.O. é o valor alcangado para fungio

objetivo, NE ¢ o nimero de experimentos considerados e NP € o numero de parametros

estimados. NE — NP é o nuimero de graus de liberdade, v.

Para a fase de estimagdo de parametros foram considerados 36 experimentos

(NE = 36) e 4 parametros foram estimados (NP = 4), o valor da fun¢do objetivo
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alcangado foi 21,32 (F.0.=20,23). O que nos leva a uma varidncia de predicdo do

modelo de 0,6322 pela Equagédo 4.1.

A variancia de predi¢do do modelo, 63%, pode ser comparada a varidncia dos
erros experimentais, 033, pelo teste F, caso as duas variancias sejam semelhantes

estatisticamente, o modelo pode ser considerado satisfatorio (Schwaab e Pinto, 2007).

A variancia dos erros experimentais foi calculada a partir dos tempos de
retengdo da frente de massa de ambos os componentes das réplicas experimentais feitas

no ponto central (10 g/L, 60uL e 1 mL/min). O valor obtido foi de 0,0018.

O teste F consiste na comparagfo das varidncias, esta comparagdo pode ser dada
pelo quociente entre as duas estimativas de variancias (Equacdo 4.2) (Schwaab e Pinto,

2007).
F=2 (4.2)

Para o caso estudado neste trabalho obteve-se um valor de F igual a 351,22. Os

valores utilizados nestes calculos estdo mostrados na Tabela 4.3.

O préximo passo foi entdo a verificagdo do valor de F obtido, de modo a
identificar se este valor esta dentro do intervalo obtido para um nivel de confianga de
98%. O calculo deste intervalo foi feito no ®Excel e para isso foram necessarios os
graus de liberdade associados a varidncia de predicdo do modelo e a varidncia

experimental.

Tabela 4.3 - Valores utilizados no teste F.

Experimental Modelo

Variancia (o) 0,0018 0,6322

Graus de liberdade (v) 2 32

Sabendo que o numero de graus de liberdade ¢ dado pela diferenga do numero
de experimentos e do nimero de parametros, temos um grau de liberdade de 32 para o a

variancia do modelo e de 2 para a varidncia experimental (ja& que foram utilizadas 4
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réplicas (NVE=4) e levados em consideragdo 2 parametros (NP=2)). Obteve-se entdo que
0,1874 < FF<49,47.

Percebe-se entdo que o valor de F obtido para o modelo utilizado ¢ maior do
que os valores do intervalo para que o modelo pudesse ser considerado confiavel. Isso
pode significar que o modelo néo é capaz de explicar os erros experimentais, ja que os

erros de predi¢do sdo significativamente maiores que os erros experimentais (Schwaab e
Pinto, 2007).

Analisando o valor obtido da variancia do erro experimental, mostrada na Tabela
4.3, pode-se perceber que provém de um erro experimental muito pequeno. Isso
significa que o erro experimental pode ter sido subdimensionado. Para melhor avaliagdo

do erro experimental seriam indicadas réplicas em outros experimentos.

Continuando a analise do método utilizado com intuito de saber se o modelo
poderia se considerado confidvel, foi construido um grafico, Figura 4.12, que relaciona

a fun¢@o dos minimos quadrados para cada experimento levado em consideragéo.

N
I

2 2
(trlexp-trlcalc) +(tr2exp-tr2calc)
N
1

o
1

0 5 10 15 20 25 30 35 40

numero do experimento

Figura 4.12 - Minimos quadrados para cada experimento.

Pode-se observar no grafico apresentado é que para a grande maioria dos
experimentos a fun¢do de minimos quadrados resultou em um valor bem pequeno, com

uma média de 0,5. Observam-se dois pontos distantes da maioria, um por volta de 3 e
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outro em 4,2 aproximadamente; esses valores podem ter apresentado este resultado

devido ao que foi abordado anteriormente sobre o erro experimental subestimado.

Sendo assim, por este estudo, foi considerado que o método utilizado pode
representar bem os valores experimentais obtidos e que, por isso, os valores estimados

da isoterma de adsor¢do seriam utilizados na préxima etapa.

4.6 Avaliacdo dos resultados obtidos pelo Modelo do Equilibrio Dispersivo
Nesta fase do trabalho foi seguido o procedimento descrito na se¢do 2.2.4. A

Tabela 4.4 abaixo mostra os parametros de entrada inseridos no arquivo entradar.dat

para os diversos experimentos simulados.

Tabela 4.4 - Dados de entrada utilizados na simulagdo.

Parametros da Isoterma de Langmuir Competitivo

a1 ar bl b2

4,8924 6,7466 1,0000E-14  0,0389

Vazao da fase movel (mL/min)

0,5 1 2

Numero de pratos

N; 649 498 440

N, 623 475 422
Volume de inje¢iao (nL)

20 60 100

140 180 250

Concentracio da soluciao de PZQ (g/L)
5 10 15 20 40

Os dados de saida obtidos pelo programa sdo contidos no arquivo interm.dat.
Como os cromatogramas experimentais estdo em funcdo da intensidade do sinal do

detector (V) e os dados de saida fornecidos pelo programa computacional estdo em
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funcdo de concentragdo (g/L), foi feito um estudo comparativo dos tempos de retengéo

da frente de massa.

Na Figura 4.13 estdo mostrados os perfis cromatograficos simulados e
experimentais, respectivamente, na concentragdo de 20 g/L, com vazdo da fase mdvel

de 1 mL/min e com volumes de injecdo de 20, 60 e 100 puL.

Pode-se observar que as larguras das bases dos picos sdo bastante semelhantes,
os perfis experimentais apresentam uma maior assimetria do que os perfis simulados,
assim como o decréscimo no tempo de retencdo também € maior nos perfis
experimentais do que nos simulados, isto ocorre porque o método utilizado para
estimacdo dos parametros considera somente os tempos de reteng¢do de frente de massa,
sendo assim a simulagdo se preocupa principalmente em reproduzir estes tempos.
Fazendo uma comparacdo dos tempos de reten¢do das frentes de massa é possivel
observar que eles sdo bastante semelhantes. Para melhor avaliagdo foram elaborados
graficos comparando os tempos de retencdo da frente de massa simulados e

experimentais (Figuras 4.14, 4.15 e 4.16).

] 20 nL ] 20 L
1.0 60 nlL 1.0 60 pL
1 100 ut] 1 100 uL
0,8 S 0,84
s S :
S 0,6 8 0,6-
g ] g ] (\
] <
£ 0.4- S 0,44
c
i o J
()
0,2 0,2 /\
0,0—__AALJ M Olo_g
O 4 8 12 16 20 O 4 8 12 168 20

Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.13 - Perfis cromatograficos experimental e simulado, respectivamente, na
concentracdo de 20 g/L., vazdo de 1 mL/min e volumes de injecdo de 20, 60 e 100 pL.

Fase movel: etanol; temperatura: 25°C.
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Vale ressaltar que os perfis mostrados na Figura 4.13 s3o perfis onde houve
grande quantidade de massa injetada na coluna e, mesmo assim, a simulagdo

representou bem os dados experimentais.

Nas Figuras 4.14, 4.15 ¢ 4.16 estdo plotados os tempos de retengdo das frentes
de massa simulados e experimentais para os volumes de inje¢do utilizados, 20, 60 e 100
ul. para ambos os componentes. O ajuste linear feito nas trés figuras representa a
situacdo de um modelo perfeito, onde os valores de tempo de retencdo da frente de

massa simulados seriam idénticos aos obtidos experimentalmente.

Para o caso de um volume de injecdo de 20 pL pode-se dizer que os valores
simulados representaram bem os experimentais, ja que os pontos ficaram em cima e em
torno da reta com apenas alguns pontos afastados para o componente mais retido, com

valores de coeficiente de determinacdo, R%, para ambos os enantidmeros maior que 0,99.

. t1'1

tr,2

——R*=0,9992
0 —— R*=10,9987
0 4 8 12 16 20 24 28

tR’i exp

Figura 4.14 - Tempos de retencdo da frente de massa simulados e experimentais para

um volume de inje¢do de 20 pL.

Para um volume de injecdo de 60 pl, nota-se que a qualidade dos dados
simulados diminui para tempos de retencdo maiores, correspondentes as menores

vazdes utilizadas, se comparado ao grafico anterior, porém ainda assim pode-se dizer
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que os valores simulados representam bem o conjunto de dados experimentais

utilizados, novamente apresentando coeficientes de determinag@o maiores que 0,99.

———R*=0,9980

0 4 8 12 16 20 24 28

tR’iexp

Figura 4.15 - Tempos de retencdo da frente de massa simulados e experimentais para

um volume de injecdo de 60 pL.

- trl

t

T.2
——R*=0,9992
0 ] ——R’>=0,9983
0 4 8 12 16 20 24 28

tRyiexp

Figura 4.16 - Tempos de reten¢do da frente de massa simulados e experimentais para

um volume de inje¢do de 100 uL.
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Com base nos resultados mostrados até agora se resolveu estudar a fonte dos
erros percentuais obtidos entre os tempos de retengdo da frente de massa experimentais

e simulados, foram assim obtidas as Figuras 4.17, 4.18 ¢ 4.19.

4.6.1 Avaliacdo dos erros percentuais entre os dados experimentais e simulados

Na Figura 4.17 foram plotados os erros (%) obtidos quando os tempos de
retengdo da frente de massa experimentais foram comparados com os simulados em

funcdo do volume injetado na coluna.

Pode-se perceber que os erros percentuais para o componente menos retido na
coluna ¢ maior do que para o componente mais retido. Sabe-se ainda que com o
aumento do volume de inje¢@o na coluna, maior o efeito de sobrecarga, resultando em

um maior desvio da linearidade, onde a simulagdo apresenta maiores erros percentuais.

14 = tR!l .
124 ¢ L -
| . .
104 " H
g H |
< 1 i :
S 67 8 g 3
= 1 s .
m 4_ ' [ ] | |
27 i : .

o4 &
'2 - T T T T T T T T T

20 40 60 80 100

Volume de injecao (nL)

Figura 4.17 - Erro (%) versus volume de injecdo (uL).
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Figura 4.18 - Erro (%) versus vazao da fase movel (mL/min).

A Figura 4.18 representa os erros percentuais obtidos na comparagdo dos tempos
de retencdo da frente de massa experimentais ¢ simulados em fungdo da fase moével.
Pode-se observar que tanto para o componente menos retido quanto para o mais retido
os erros alcancam valores percentuais mais altos na vazdo de 1 mL/min, mostrando

assim que a vazdo ndo influencia qualitativamente nos erros percentuais obtidos.

Por ultimo foi analisado o comportamento do erro percentual em fungdo da

massa injetada, como mostrado na Figura 4.19.

Pode-se ver que, assim como observado nas duas figuras anteriores, os erros
percentuais para o tempo de retengdo da frente de massa do componente menos retido
sdo maiores que para o componente mais retido. Observa-se também, de uma maneira
geral, que quanto maior a quantidade de massa injetada maior o erro percentual, pois
assim como para o volume de inje¢do se torna mais dificil de predizer o comportamento

pela simulagdo em condi¢des de sobrecarga.
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Figura 4.19 - Erro (%) versus massa injetada (mg).

4.7 Verificagdo da qualidade da predigcdo do comportamento da coluna em condicées

de sobrecarga de volume

Foram testadas inje¢des de amostras com concentracdo de 40 g/L., solubilidade
maxima do praziquantel em etanol, e volumes de 100, 140, 180, 250 uL (Figura 4.20),
visando a investigacdo da condi¢do que resulte no contato entre as frentes de massa de

ambos 0s enantiomeros.

Os resultados mostrados na Figura 4.20 revelam que a condi¢do-limite para a
separagdo por linha de base estd entre 180 e 250 uL de amostra injetada com

concentracgdo de 40 g/L e vazdo de 1 mL/min.

Analisando os perfis cromatograficos pode-se perceber que para os dois volumes
de inje¢do mais altos, 180 e 250 pL, a absor¢éo ultrapassou a escala de monitoramento
do detector UV do sistema de CLAE, porém pode-se dizer que houve diminui¢do nos
tempos de retengdo da frente de massa de ambos os enantiomeros e alargamento dos

perfis.

A produgdo alcangada para um volume de inje¢do de 250 pLL pdde ser calculada

pela Equagdo 4.3 (Seidel-Morgenstern, 1998).

CSVinj/2

Producao = ————
(trje = teri)

(4.3)



58
Capitulo 4 — Resultados e Discussdo Farias, B. V.

em que Cs € a concentragdo da solugdo, 40 g/L, V;, ¢ o volume de inje¢do em mL,
0,250, t,;; é o tempo de retorno do componente mais retido, j, a linha de base, 21 neste
caso, e f5; € o tempo da frente de rompimento do componente menos retido, i, 7,5 neste

caso.

O valor de produtividade obtido ¢ de 533 mg/dia revelando uma produtividade
compativel com operagdes semi-preparativas, apesar da coluna usada neste trabalho
apresentar dimensdes correspondentes a uma coluna analitica. Ndo foram encontrados
na literatura estudos em condi¢des semi-preparativas ou preparativas que utilizassem a

coluna Lux-2.

Sabe-se ainda que a produtividade aumenta com o aumento das condig¢des
variadas aqui: volume de inje¢do, vazio da fase movel e concentra¢do da solugdo. Por

isso a produtividade usada como referéncia foi aquela obtida na condi¢cdo de maior

sobrecarga testada.
—— 100puL

4 I — 140uL
S 5
]
=
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=
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Figura 4.20 — Perfis cromatograficos de PZQ sobre condigdes de sobrecarga.
Concentragdo: 40 g/L; vazdo da fase mével: 1 mL/min; volume de injecdo: 100, 140,

180 € 250 uL; fase movel: etanol; temperatura: 25°C; comprimento de onda: 210 nm.
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Vale salientar que os resultados aqui demonstrados estdo em concordancia no
que diz respeito ao comportamento dos picos cromatograficos sobre condi¢des de
sobrecarga com trabalhos encontrados na literatura, como o caso de Silva Jr. et al.
(2009) que estudaram a separagdo dos anestésicos cetamina em MCTA e bupivacaina
em Kromasil CHI-TBB por CLAE, bem como Seidel-Morgenstern e Guiochon (1993)

que estudaram a separag@o de um racemato classico, a base de Troger, em MCTA.

Na estima¢@o dos pardmetros da isoterma, como descrito em 3.2.3, ndo foram
levados em considerag@o os experimentos de sobrecarga de volume na concentragdo de
40 g/L. Entretanto, com intuito de verificar se a simulagdo poderia prever o
comportamento dos perfis cromatograficos em determinadas condi¢des, foram
adicionados como dados de entrada no programa computacional as condi¢des que
proporcionaram sobrecarga de volume e sobreposi¢do das bandas em laboratdrio. Os
erros percentuais estdo mostrados na Tabela 4.5 e a comparagdo entre os perfis

experimental e simulado estdo mostrados na Figura 4.21.

1,0 1,0
0,8 g 0.8 -
2 7 C:J
£ 0.6 1 g 0.6
7] <
g ' £
= =
s 0,4 4 g 0.4 4
: g
@)
0,2 H 0,2
0,0 0,0 |
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 4.21 - Perfis cromatograficos experimental e simulado, respectivamente, nas
condi¢des de 40 g/L., ImL/min e 250 uL injetados. Fase modvel: etanol; temperatura:

25°C.

Ao analisar a Figura 4.21, pode-se observar que para o perfil simulado houve

sobreposi¢do das bandas como houve no perfil experimental, porém em um tempo
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diferente. Enquanto ha sobreposi¢do das bandas no perfil experimental no tempo de
11,05 min, no perfil simulado ocorreu em 10,50 min. O que resulta em um erro

percentual de 4,97%.

Deve-se lembrar de que os parametros estimados da isoterma utilizados na
simulag@o foram baseados em uma fungdo objetivo, entdo esses pardmetros fazem com
que a distdncia média entre os tempos de retengdo da frente de massa medidos e
calculados seja minima. Com isso, a partir da variancia da fun¢do objetivo, obtida na
secdo 3.5.1 igual a 0,6322, pode-se obter um valor de desvio padrdo e, finalmente, de

erro de predi¢do, como mostrado na Equagéo 4.4.
Erro de predicdo = 2,14 X D.P.= 2,14 X ’63% = 1,70 (4.4)

Com o erro de predi¢do pode-se chegar a uma faixa de valores que o tempo de
reten¢do da frente de massa poderia ocupar (tempo + erro de predi¢do). Dessa maneira a
faixa de valores que o tempo onde houve sobreposi¢cdo dos picos no perfil simulado
poderia ocupar seria 8,80 <t < 12,2, que é a faixa hachurada de vermelho na Figura

4.21.

Pelo perfil experimental identifica-se o tempo onde houve sobreposi¢do das
bandas como sendo 11,05, tempo este que estd dentro do previsto pelos erros de

predicao.

Ao consultar a Tabela 4.5 percebe-se que o erro percentual aumenta com o
volume injetado para o componente menos retido e diminui com o volume injetado para
o componente mais retido, porém como foi visto no estudo feito para o volume de
inje¢do mais alto, o erro predito ainda abrange esse erro percentual. Sendo assim, pode-
se dizer que os parametros estimados para a isoterma de Langmuir representam o
conjunto de dados aqui apresentados satisfatoriamente e que sdo capazes de predizer

adequadamente os perfis a 40 g/[. mesmo tendo sido estimados com os experimentos de

5220 g/L.
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Tabela 4.5 - Erros percentuais para as simulagdes sobre condigdes de sobrecarga de

volume.

40 g/L
Erro (%) para tg Erro (%) para tg
100 pL 5,17 13,30
140 pL 8,99 9,40
180 pL 11,30 5,93

250 pL 13,71 0,27
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5. Conclusées

Foi estudada a separa¢do cromatografica dos enantidmeros do praziquantel
utilizando uma fase estaciondria quiral baseada no polissacarideo celulose e modificada,
celulose tris (3-cloro-4-metilfenilcarbamato), e comercialmente conhecida como Lux
celulose-2, bem como a estimagdo de parametros da isoterma de Langmuir competitivo
e utilizacdo destes parametros para predicdo de comportamento da coluna

cromatografica.

Foram realizados experimentos variando as concentragdes, vazdes da fase fluida
e volumes de inje¢do. Os experimentos com solugdes diluidas mostraram eficiéncia de
separagdo semelhante a outros trabalhos presentes na literatura. O niimero de pratos
teoricos diminui com o aumento da vazdo devido ao alargamento das bases dos picos e
diminui¢do dos tempos de retencdo, comportamento esperado em sistemas de

cromatografia que apresentam alta eficiéncia de separagdo.

Tratando-se dos experimentos com solu¢des concentradas, foi observado um
bom desempenho de separacdo em todas as condi¢des testadas. A separa¢do ocorreu por
linha de base mesmo para altos volumes de inje¢do e pdde ser observada a diminuigéo
do tempo de retencdo com o aumento do volume de injecdo, comportamento que indica

uma isoterma de equilibrio ndo linear.

Baseado no comportamento obtido nos experimentos de solu¢des concentradas,
utilizou-se o modelo de Langmuir competitivo para avaliar os pardmetros da isoterma
de equilibrio. Assim, os dados experimentais foram utilizados em um método hibrido
entre o método dos tempos de reten¢do e o método inverso, que aproveitou as vantagens
que cada um dos métodos apresentam individualmente e descartou suas desvantagens,
como a impossibilidade de prever o sistema binario (MTR) e a necessidade de
calibragdo do detector (MI). A validade destes parametros foi testada estatisticamente
pelo Teste F de Fisher e apesar do valor obtido para o teste ndo estar dentro do intervalo
de confianga proposto, foi mostrado que os valores das fung¢des objetivo sdo pequenos e
que provavelmente o teste ndo foi validado por um subdimensionamento dos erros

experimentais.

A simulagdo utilizando o modelo do equilibrio dispersivo apresentou perfis
cromatograficos mais simétricos do que os experimentais, entretanto mostrou tempos de

reten¢do das frentes de massa compativeis com os obtidos experimentalmente. Acredita-
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se que isso seja causado pelo fato de que o método utilizado para estimar os parametros
da isoterma se preocupa em predizer os tempos de retencdo das frentes de massa, e por
isso pode resultar em falha na predi¢cdo correta de todos os pontos do cromatograma.
Neste caso, cabe uma maior avaliagdo no modelo no que diz respeito a predi¢do da ndo

linearidade observada nos dados experimentais.

Nos experimentos em condi¢gdes de sobrecarga de volume foram testados
volumes de injecdo cada vez maiores de maneira a encontrar as condigdes em que
ocorreria sobreposi¢do das bandas. Com isso obteve-se uma producdo de 533 mg/dia no

limite de separagdo por linha de base, compativel com separagdes semi-preparativas.

Com isso, na simulagdo, foram testadas condi¢cdes de sobrecarga de volume na
concentragdo de 40 g/L, solubilidade méxima do praziquantel em etanol, para saber se o
modelo do equilibrio dispersivo descreveria bem essas situagdes, mesmo utilizando
parametros de isoterma estimados com os dados experimentais de 5 a 20 g/L. Com isso
obteve-se que o erro percentual aumenta com o aumento do volume de inje¢do para o
enantibmero menos retido e diminui com o aumento do volume de injecdo para o
enantidmero mais retido. Entretanto, consideraram-se os resultados satisfatorios visto
que para o volume de inje¢do mais alto os erros de predi¢do, calculados a partir da
variancia, abrangem uma faixa onde estdo inseridos os dados obtidos

experimentalmente.

Assim, pode-se concluir que o método utilizado é de grande utilidade,
permitindo uma estimag¢do rapida dos parametros da isoterma de Langmuir competitivo
e que o modelo do equilibrio dispersivo descreveu bem o conjunto de experimentos
propostos de maneira eficaz, por ser um modelo simples, servindo como ferramenta de
predicdo do comportamento da coluna utilizada. Apesar de falhas no que diz respeito a
representacdo da ndo linearidade do sistema, o método desenvolvido se mostrou
eficiente na predicdo da sobreposicdo das bandas, além de rapido se comparado com

outros métodos normalmente utilizados para o mesmo fim.

5.1 Sugestoes para trabalhos futuros

e Realizacdo de réplicas dos experimentos em outros pontos de modo a realizar

uma reavaliagdo dos erros experimentais.
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Aprofundamento do estudo do método utilizado de modo a produzir resultados
de simulagdo que possam reproduzir ndo somente os pontos de sobreposicdo das
bandas, como também a nfo linearidade do sistema estudado.

Ajuste de parametros utilizando outras isotermas ndo lineares, visando uma
visdo mais aprofundada no que diz respeito a qualidade dos parametros da
isoterma.

Visando dar continuidade a este trabalho, indica-se a utiliza¢do de coluna
preparativa para a separacdo proposta e, posteriormente, a utilizacdo de métodos

continuos para a separagdo proposta.
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Apéndice

O sistema de Equagdes 1 e 2 mostrados abaixo € o classico sistema de equacdes

parciais diferenciais de primeira ordem do modelo ideal da cromatografia.

+F—2+u—2=0 (1)

3 +F6t +uaZ=0 (2)

Sabendo que a alimentago injetada ¢ uma mistura binaria, ter-se-4 uma regido
na coluna em que os dois componentes estdo simultaneamente presentes. Essa regido se
propaga na coluna enquanto progressivamente se tornam duas bandas dos componentes
puros. Na zona de mistura, as concentragdes C; e C,, que coexistem em certo tempo e
em certo ponto, ndo estdo associadas aleatoriamente. Suas velocidades devem ser iguais,
sendo assim, elas vdo se propagar juntamente enquanto elas existirem. Entretanto, as
moléculas do soluto em uma fatia que tém concentragdes C; e C, ndo se propagam na
velocidade das concentragdes C; e C,, mas mais lentamente. No processo, as fatias
correspondentes se tornam mais largas e mais diluidas, isso permite a separacdo. Como
a diluicdo continua incessantemente na cromatografia, existird um tempo em que as

concentragdes C; e C, desaparecerio.

As velocidades associadas a uma dada concentracdo sdo dadas pelas Equacdes 3

ed.

- 3)

uZ,l = h

1+ F%

1
- )

Uz2 = Dpo-

1+ FR2%

DC,

em que as diferenciais Dq,/DC; sdo as derivadas direcionais, cujas Equacdes 5 e 6 as

descrevem.

Dq, _ 0q; dCy0q, (5)
DC;, 0dC; dC,0C,

D 0 dc, 0
qz _ qz n 104> (6)
DC, 0dC, dC,0(C;
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As velocidades u.; e u. > sdo fungdes das concentra¢des C; e C,. A propriedade
mais importante das Equagdes 1 ¢ 2 é a igualdade das duas derivadas direcionais
(Equagoes 5 e 6), tendo como consequéncia que as velocidades caracteristicas u-; € u. >

associadas as concentrag¢des C; e C sdo iguais (Equagéo 7).
uz,l = uz,z (7)

Essa igualdade define uma relagdo entre as concentragdes C; e C, que define

quais sdo os pares de concentragdes que podem coexistir durante a separagao.

Substituindo as Equagdes 3 e 4 na Equacdo 7 e utilizando a igualdade das duas

derivadas direcionais (Equagdes 5 e 6), temos a Equagao 8:

0q; dCl]z (afb _ a(h) dc, _ 0q, ~0 @)
ac, ldc, ac, ac,/dc, 0C,

No caso de isotermas de Langmuir competitivas, no qual este caso se enquadra a

Equacéo 8 se torna a Equacdo 9 mostrada abaixo.
a'b;Cr? — (@' — 1+ a’'b CY — b,CHr —b,CY =0 (9)

em que r = dC/dC,.
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Figura A — Cromatograma do TTBB. Condi¢des experimentais: fase movel: etanol;

concentragdo total de alimentagdo: 1 g/L; vazdo da fase movel: 0,5 mL/min;

temperatura: 25°C; volume de injegdo: 20 pL.
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Figura B — Cromatograma do TTBB. Condi¢des experimentais: fase movel: etanol;

concentragdo total de alimentagdo: 1 g/L; vazdo da fase movel: 0,5 mL/min;

temperatura: 25°C; volume de injegdo: 10 pL.



